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БІО ФІЗИКА 

ПРОПОРЦІЯ ЗОЛОТОГО ПЕРЕТИНУ У ЗДІЙСНЕННІ 

СЕНСОМОТОРНОЇ РЕАКЦІЇ ТА РЕАКЦІЇ ВИБОРУ ЯК 

ПСИХОФІЗІОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ЗДАТНОСТІ ДО 

ОБРОБКИ ІНФОРМАЦІЇ В ЦНС ЛЮДИНИ 


М.Ю. МАКАРЧУК, Н.Б. ФІЛІМОНОВА 


Київський національний університет імені T. араса Шевченка 


PROPORTION OF THE GOLDEN SECTION 

IN THE REALIZATION OF THE SENSOMOTOR REACTION 
AND THE REACTION OF CHOICE AS PSYCHOPHYSIOLOGICAL 
CHARACTERISTIC OF CAPACITY TO INFORMATION 
PROCESSING IN A CNS OF A PERSON 


М.О. MAKARCHUK, М.В. FILIMONOVA 


Kyiv National Shevchenko University, Faculty of Biology, 
Department of Physiology of Human and Animals, 
Volodymyrska str., 64, 01033 Kyiv, Ukraine 


Abstract. It is researched main dynamic characteristics of simple sensomotor reac- 
tion and a reaction of choice of the person. It is shown, that simple sensomotor 
reaction and a reaction of choice are two complementary parts defined the whole. 
Regulatory possibilities of the CNS which determine ability to central informa- 
tion processing, show in the ratio the velocity of simple sensomotor reaction to 
the time of a reaction of choice which is an invariant of the CNS and is equal to 
a proportion of a golden section. The deviation of the referred above interrelation 


from a golden section specifies on disfunction and disorganization in work of the 
CNS. 
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Вступ 


При дослідженні роботи операторів було встановлено, що при прийнятті 
рішення вирішальну роль відіграють швидкісні характеристики процесів пере- 
робки інформації людиною [1, 2]. Саме швидкість переробки є однією з голо- 
вних складових в ситуації вибору з великої кількості альтернативних стимулів. 
Вважалося, що час реакції вибору закономірно збільшується із збільшенням 
кількості альтернативних стимулів. Однак уже в класичних дослідженнях було 
показано, що тренування, або життєва практика сприяють тому, що час реак- 
ції при багатоальтернативному виборі поступово зменшується і стає майже 
постійним і перестає залежати від кількості альтернативних ситуацій, які за- 
стосовуються в тому або іншому досліді. Встановлено також, що після трива- 
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лого тренування час такої реакції приблизно дорівнює часу реакції при засто- 
суванні лише двох альтернативних стимулів (часу диз'юнктивної реакції) [2]. 
На основі цього можна стверджувати, що саме диз'юнктивна реакція є базо- 
вою характеристикою реакції вибору. 

При дослідженні функціонального стану нервової системи як базовий еле- 
мент виступають латентні періоди простих сенсомоторних реакцій, оскільки 
саме їх розглядають як показник збудливості центральної нервової системи [1]. 
Порівнюючи між собою реакцію вибору та просту сенсомоторну реакцію, слід 
звернути увагу на принципові відмінності в цих двох реакціях. Так, реакція ви- 
бору, на відміну від простої сенсомоторної реакції, потребує не тільки сприй- 
няття сигналу та стереотипної реакції на нього, але і складних процесів іден- 
тифікації сигналу, які завершуються вибором відповідної реакції. Доведено |t; 
2, 3], що при здійснені реакції вибору в загальній швидкості її здійснення най- 
більша затримка часу відбувається саме в центральній ланці, де власне і відбу- 
ваються самі процеси вибору. Тому можна стверджувати, що реакція вибору 
загалом характеризує час центрального перемикання і пов'язана з швидкістю 
руху нервових процесів в ЦНС. Саме тому, опираючись на таку логіку, швид- 
кість центральної обробки інформації практично визначалась, як різниця ча- 
сових значень реакції вибору та простої сенсомоторної реакції [1, 3]. 

Однак, характер зв'язку простої сенсомоторної реакції з реакцією вибору 
не є таким простим і однозначним. Зважаючи на те, що в здійсненні цих реа- 
кцій бере участь велика кількість органів і систем організму людини, централь- 
ну регулюючу роль в діяльності яких відіграє ЦНС, і оскільки сама нервова си- 
стема — це складна, іерархічно організована багаторівнева система, то слід очі- 
кувати, що в них виникають ефекти самоорганізації, які проявляються у ви- 
гляді стабільних співвідношеь параметрів, однаково притаманних різним лю- 
дям в різних умовах [4]. Саме тому для характеристики регуляторних можли- 
востей центральних процесів реакції вибору в цій роботі і досліджено співвід- 
ношення простої сенсомоторної реакції та реакції вибору. 


Матеріали і методи 


Було проведено дві серії досліджень. В першій серії досліджень брали 
участь 38 обстежуваних обох статей, віком 20-25 років. В цій серії в першому 
субтесті обстежуваному на екрані комп'ютера давалась інструкція, за якою на 
появу зображення (квадрата) він мусив якомога швидше натиснути на будь- 
яку клавішу, після чого на екрані з'являлось слово "Старт" i 2 с надавались 
для зосередження, після чого пред'являлись 5 зображень (квадратів) для адап- 
тації, а потім послідовно — 300 квадратів. Пауза між зображеннями обиралась 
випадково з інтервалу 500 - 600 ме для того, щоб наступний сигнал був очі- 
куваним, але не було настанови на ритм пред'явлення зображень. Зображення 
зникало після натискання будь-якої клавіші, в протилежному випадку воно 
висвічувалось 1500 мс. Реєструвались латентні періоди (ЛП) простої сенсомо- 
торної реакції в мс з точністю до 10 ме. Обчислювалась швидкість простої сен- 
сомоторної реакції (ШИСР/мс) як середнє значення перших 50, 100, 150, 200, 
250 та 300 вимірів ЛП, а також середні значення ЛП для наступних інтервалів 
номерів вимірів: 50-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300 та для кожних 10 
вимірів ЛП. Таким чином, точність визначення IHTICP-1 мс. 
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В другому субтесті використовували комп'ютерну модифікацію класичної 
методики дослідження часу реакції вибору (РВ) при пред'явленні обстежува- 
ному серії з 200 подразників [2]. При цьому — у випадковому порядку на ек- 
рані комп'ютера з'являвся квадрат або трикутник, на появу яких треба було ре- 
агувати відповідно правою або лівою рукою. На помилкову реакцію комп'ю- 
тер не реагував, а чекав на правильну реакцію, тобто в субтесті реєструвався 
час правильної ідентифікації зображення (в ме з точністю до 10 мс). Крім то- 
го, визначали, на яку руку пред'являвся подразник. 

Аналогічно, як і в першому субтесті, після інструкції на екрані комп'юте- 
ра з'являлось слово "Старт" і 2 с надавались для зосередження, після чого 
пред'являлись 5 зображень, які вважались переважно орієнтувальними, а по- 
тім послідовно - 200 зображень. Також аналогічно з першим субтестом пауза 
між зображеннями обиралась випадково з інтервалу 500 — 600 мс. 

Визначали середню швидкість реакції вибору (РВ/мс), середню швидкість 
реакції вибору для правої руки (РВП/мс) та середню швидкість реакції вибо- 
ру для лівої руки (РВЛ/мс) як відповідні середні значення для наступних ін- 
тервалів номерів пред'явлень: 1-50, 1-100, 1-150, 1-200; 50-100, 100-150, 150- 
200 та для кожних 10 вимірів РВ. Оскільки точність вимірювання реакції ви- 
бору - 10 мс, точність визначення показників PB, РВП i РВЛ - 1 мс. 

B другій серії досліджень брали участь 97 осіб обох статей віком 20-1 
років. В першому субтесті на адаптацію надавались 15 подразників, в другому 
— 5 подразників; i в першому, i в другому субтестах обстежуваному пред'явла- 
лись серії з 100 подразників. Обчислювались швидкість простої сенсомоторної 
реакції (ШПСР) як середнє значення 100 вимірів ЛП, середня швидкість реак- 
ції вибору (РВ), середня швидкість реакції вибору для правої руки (РВП) та 
середня швидкість реакції вибору для лівої руки (РВЛ) як відповідні середні 
значення. 


Результати досліджень та їх обговорення 


Проведений аналіз змін значень ШПСР, які обчислені B інтервалах 
номерів пред'явлень 1-50, 1-100, 1-150, 1-200, 1-250 та 1-300 першої серії 
досліджень (кількість обстежуваних п=39) виявив, що розподіл зачень ШПСР 
для всіх інтервалів не є нормальним. За результатами тесту Лілліфора 
ймовірність помилки першого роду ах 0.01. Такий розподіл є асиметричним з 
коефіцієнтами асиметрії 1.84; 2.23; 2.36; 2.22; 2.29 та 2.33 відповідно. В цьому 
випадку центральну тенденцію розподілу більш точно відображає медіана, то- 
му на рис.1 показано динаміку середніх значень ШПСР, верхні та нижні межі 
довірчих інтервалів, в яких знаходяться середні значення генеральних суку- 
пностей з ймовірністю Р=0.99 та медіан, які обчислені у вищевказаних 
інтервалах. Результати аналізу свідчать, що саме при пред'явленні 100-150 
подразників відбувається стабілізація як індивідуальних показників, так і 
середнього значення та медіани ШПСР вибірки. Якщо говорити точніше, то 
певна стабілізація середнього значення та медіани ШПСР відбувається при 
пред'явленні 50-100 подразників, а найнижчі значення ШПСР стабілізуються 
при пред'явленні подразників за номерами 70-130 (Рис.2). Крім того, з 
графіків, які представлені на рис.2, випливає, що перші 10 показників, так і 
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Рис.1. Зміни середніх значень ШПСР, верхні та нижні межі довірчих інтервалів сере- 
дніх значень для ймовірності Р=0.99 та медіан, які обчислені в інтервалах но- 
мерів пред'явлень 1-50, 1-100, 1-150, 1-200, 1-250 та 1-300 (кількість обстежу- 
ваних и=39) 


середнього значення та медіани ШПСР вибірки, точніше, стабілізація серед- 
нього значення та медіани ШПСР відбувалась на подразниках за номерами 
50-100, а більш точно, в середньому найнижчі значення ШПСР стабілізували- 
сь на подразниках за номерами 70-130 (Рис.2). Як випливає з рис.2, перші 10 
подразників треба відносити ще до орієнтувальної реакції, тобто перед 
кожним тестом треба на адаптацію додатково давати не 5, а 15 подразників, 
тоді ШПСР, обчислена за часом значень часу реакції на наступні 100 под- 
разників буде валідним показником. Після 200 пред'явлень подразників на 
ШПСР починає впливати монотонія. 

Проведений аналіз змін швидкості РВ, що обчислені в інтервалах 1-50, 
1-100, 1-150 та 1-200 за результами першої серії досліджень (кількість 
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Рис.2. Зміни середніх значень ШПСР для кожних 10 пред'явлень, верхні та нижні 


границі довірчих інтервалів середніх значень для ймовірності Р=0.99 і медіан 
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Рис.3. Зміни середніх значеньРВ в інтервалах номерів пред'явлень 1-50, 1-100, 1-150 
та 1-200, верхні та нижні границі довірчих інтервалів середніх значень для 
ймовірності Р=0.99 і медіан (кількість обстежуваних Л =38) 


обстежуваних 1-38) показав, що розподіл PB для 1-150 пред'явлень є 
нормальним, бо за результатами тесту Лілліфора ймовірність помилки першого 
роду @< 0.1, a для інших інтервалів пред'явлень він He є нормальним («€ 
0.05), він асиметричний з коефіцієнтами асиметрії 0.69 (інтервал 1-50); 0.61 
(інтервал 1-100) та -0.71 (інтервал 1-200). i 
Ha puc.3 показано динаміку середніх значень PB, верхні ra нижні границі 
довірчих інтервалів, яким належать середні значення РВ генеральних сукупно- 
стей з ймовірністю Р=0.99 та медіан. Видно, що стабілізація показника РВ від- 
бувалась в інтервалі 100-150 пред'явлень (аналогічні результати отримані для 
РВП та РВЛ). Як показав більш детальний аналіз змін РВ для кожних 10 пре- 
д'явлень (Рис.4), на відміну від попереднього субтесту, адаптаційна реакція на 
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Рис.4. Зміни середніх значень РВ в кожних 10 пред'явлень, верхні та нижні границі 
довірчих інтервалів середніх значень РВ для ймовірності Р=0.99 і медіан 
(кількість обстежуваних 2 =38) 


М.Ю. МАКАРЧУК, Н.Б. ФІЛІМОНОВА 


перших 10 пред'явленнях не виявляється. Це пояснюється можливо тим, що 
запам'ятовування більш складної інструкції вимагає від обстежуваного більшої 
уваги. Тобто пред'явлення 5 подразників перед основною серією є цілком до- 
статнім для адаптації. 

Для визначення функціонального стану центральної нервової системи, як 
правило, використовують абсолютні значення ШПСР, PB, РВП ra РВЛ, які i 
були визачені в другій серії обстежень (кількість обстежуваних И=97). Причо- 
му, в субтестах використовувалась кількість подразників, яка забезпечила 
валідність вказаних показників. Ми ж провели аналіз відношення ШПСР/РВ, 
який показав, що воно приблизно дорівнює пропорції золотого перетину. 
Золотий перетин - це поділ відрізку одиничної довжини, при якому більша 
частина х є середньою пропорцією між всім відрізком і його меншою частиною 
1-х, тобто 1/х = x/(1-x), звідки x! tx-1 =0 і x= 1/2(5\?-1)= 0.618033 [7]. 
А саме: середнє значення M rcp, pp 0.626 +0.013; M mcr rns” 0.634 +0.014 i 
Мипсь/ ав" 0.621 0.013. Таким чином, довірчі інтервали, B яких знаходяться 
відповідні середні значення генеральної сукупності з ймовірністю Р=0.99, такі: 
0.592 € M mcr; рв< 0.660; 0.598 < Mgrrcp; egg 0.671 1 0.587 < Мишсьи per S 0.656. 
За результатами тесту Лілліфора, для ШПСР/РВ ймовірність помилки 
першого роду 0 <0.05, тобто розподіл ШПСР/РВ не є нормальним з 
коефіцієнтом асиметрії 0.95. В цьому випадку більш точною оцінкою 
центральної тенденції є не середнє значення, а непараметричні середні: 
медіана ШПСР/РВ, яка дорівнює 0.615; медіана ШПСР/РВП — 0.618 і медіана 
ШИСР/РВЛ - 0.611, відсічене середнє ШПСР/РВ (середнє значення, яке 
обчислюється після відсічення 5% найменших та 5% найбільших значень), яке 
дорівнює 0.618, а також модальний клас — 0.60-0.65. Зауважимо, шо за 
результатами J.Merkel (1885 p.) [6] ШПСР на цифри становила 187 мс, PB з 
двох цифр — 316 мс, тобто ШПСР/РВ = 0.59. 

Треба зазначити, що золотий перетин та числа Фібоначчі з давних часів 
привертали увагу біологів. Так, було встановлено, що структура деяких ЖИВИХ 
систем пов'язана з числами Фібоначчі - це розташування листя на пагонах ро- 
слин, плодів в кошиках соняшника, луски риб та шишок хвойних дерев [7]. 
Гармонійна співрозмірність частин тіла людини [8] побудована на основі 30- 
лотого перетину. Встановлено також наявність золотого перетину та чисел Фі- 
боначчі в організації структури біомолекул [9], еритроцити по відношенню до 
лейкоцитів та тромбоцитів збалансовані в організмі здорової людини в пропо- 
рції золотого перетину [10], в такому ж співвідношенні знаходяться показни- 
ки вмісту кисню в крові артеріальної і венозної систем та кількість основних 
білків: альбумінів і глобуліну [10]. За ступенем зміщення вліво відношення 
плазматичного обсягу крові до глобулярного, яке у здорової людини дорівнює 
пропорції золотого перетину, оцінюють складність протікання перитоніту [11]. 
В [12] побудовано узагальнену утворюючу функцію Фібоначчі, яка дає систе- 
му з 6 рівнянь, 4 з яких описують відомі хвилі ^, Ө, а, В, У ЕЕГ, а інші 2 
описують ще не відкриті хвилі, діапазони яких зараз включають в діапазон У 
-хвиль. В [9] встановлено множину золотих перетинів в різних структурах 
серцевого циклу. Показано роль золотого перетину і чисел Фібоначі в оптимі- 
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Пропорція золотого перетину в здійсненні здатності до обробки інформації в ЦНС людини 


0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 1,05 1,15 Щільність нормаль- 


0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 ного розподілу 


Рис. 5. Гістограма розподілу ШПСР/РВ з накладеною щільністю нормального розпо- 
ділу (за результатами тесту Лілліфора розподіл ШПСР/РВ не є нормальним з 
ймовірністю помилки першого роду &<0.05) (кількість обстежуваних и=97) 


зації діяльності серця (мінімізації витрат енергії, крові, м'язевої та судиної 
речовин). В [4] показано, що співвідношення величин діастоличного, систо- 
личного і пульсового артеріального тиску, кінцево-систолічного i ударного 
об'ємів лівого шлуночка серця є тими біологічними інваріантами системної 
гемодинаміки, які підтримуються системою ковообігу в ділянці золотого 
перетину в широкому діапазоні функціонування, аж до границь компенсації, 
тобто до вичерпування можливостей механізмів регуляції. 

Підсумовуючи, наведемо висновок Е.М.Сороко [9]: "Узагальнені золоті 
перетини - це інваріанти, на основі та за допомогою яких в процесі самоорга- 
нізації природні системи отримують гармонійну побудову, стаціонарний ре- 
жим існування, структурно-функціональну стійкість", 

Той факт, що центральна тенденція розподілу співвідношення ШПСР/РВ 
в масиві обстежених практично збігається з пропорцією золотого перетину, 
свідчить про те, що регуляторна функція ЦНС забезпечує взаємодію 
основних психофізіологічних реакцій людини, що призводить до стабільного 
функціонування нервової системи в умовах найширшого діапазону змін 
зовнішніх та внутрішніх умов. Той випадок, коли значення ШПСР/РВ 
приблизно дорівнює 0.618, свідчить про гармонійність, скомпенсованість ос- 
новних реакцій людини, причому відхилення ШПСР/РВ в сторону значень 
більших, ніж 0.618, свідчить про регуляторний запас нервової системи. 
Відхилення ШПСР/РВ в сторону значень менших, ніж 0.618, свідчить про не- 
оптимальний режим функціонування ЦНС, бо в цьому випадку на формуван- 
ня реакції вибору витрачається значно більше часу порівняно з простою сен- 
сомоторною реакцією, тобто про недостатню швидкість центрального 
перемикання порівняно зі швидкістю простої реакції. Значне відхилення 
співвідношення ШПСР/РВ від золотого перетину вказує на незбалансованість 
і дезорганізацію роботи ЦНС. 
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М.Ю. МАКАРЧУК, Н.Б. ФІЛІМОНОВА 


Висновки 


Проста сенсомоторна рекція і реакція вибору — це дві взаємодоповнюючі 
частини певного цілого. Регуляторні можливості ЦНС стосовно центрального 
перемикання проявляються саме у відношенні ШПСР/РВ, яке є інваріантом 
ЦНС i дорівнює пропорції золотого перетину. Значне відхилення 
співвідношення ШПСР/РВ від золотого перетину вказує на незбалансованість, 
дезорганізацію ЦНС. 


ПРОПОРЦІЯ ЗОЛОТОГО ПЕРЕТИНУ У ЗДІЙСНЕННІ СЕНСОМОТОРНОЇ 
РЕАКЦІЇ ТА РЕАКЦІЇ ВИБОРУ ЯК ПСИХОФІЗІОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА 
ЗДАТНОСТІ ДО ОБРОБКИ ІНФОРМАЦІЇ В ЦНС ЛЮДИНИ 


М.Ю. МАКАРЧУК, Н.Б. ФІЛІМОНОВА 


Досліджено основні динамічні характеристики простої сенсомоторної реакції 
та реакції вибору людини. Показано, що проста сенсомоторна рекція і реакція вибо- 
ру - це дві взаємодоповнюючі частини певного цілого. Регуляторні можливості ЦНС, 
які визначають здатність до центральної обробки інформації, проявляються саме у 
співвідношенні ШПСР/РВ, яке є інваріантом ЦНС і дорівнює пропорції золотого пе- 
ретину. Відхилення співвідношення ШПСР/РВ від золотого перетину вказує на незба- 
лансованість та дезорганізацію в роботі ЦНС. 


ПРОПОРЦИЯ ЗОЛОТОГО СЕЧЕНИЯ В ОСУЩЕСТВЛЕНИЙ СЕНСОМОТОРНОЙ 
РЕАКЦИИ И РЕАКЦИИ ВЫБОРА КАК ПСИХОФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕ- 
РИСТИКА СПОСОБОСТИ К ОБРАБОТКЕ ИНФОРМАЦИИ В ЦНС ЧЕЛОВЕКА 


М.Ю. МАКАРЧУК, Н.Б. ФИЛИМОНОВА 


Исследованы основные динамические характеристики простой сенсомоторной 
реакции и реакции выбора человека. Показано, что простая сенсомоторная рекция и 
реакция выбора — это две взаимодополняющие части определенного целого. Регуля- 
торные возможности ЦНС, которые определяют способность к центральной обработ- 
ке информации, проявляются именно в соотношении скорости простой сенсомотор- 
ной реакции ко времени реакции выбора, которое является инвариантом ЦНС и рав- 
но пропорции золотого сечения. Отклонение указанного соотношения от золотого се- 
чения свидетельствует o несбалансированности и дезорганизации в работе ЦНС. 
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МОДИФИЦИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ ЗЛЕКТРОМАГНИТНОГО 
ПОЛЯ НА ФАЗОВОЕ СОСТОЯНИЕ ЛИПИДОВ 
(ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ) 


В.М. КУЗЬМЕНКО, И.А. ИВАНЧЕНКО, А.В. ИВАНОВСКАЯ, 
Б.Ф. РУДЬКО, П.П. ЧАЯЛО 


НИЦ квантовой медицины “Видгук” МЗ Украины 


MODIFICATION INFLUENCE ОЕ ELECTROMAGNETIC FIELD 
ON THE PHAZA'S STATE OF LIPIDS 
(THEORETICAL ASPECTS) 


V.M. KUZMENKO, LA. IVANCHENKO, A.V. IVANOVSKAYA, 
B.F. RUD'KO, P.P. CHAYALO 


Scientific Research Center of Quantum Medicine "Vidhuk" of Ministry of 
Public Health of Ukraine 


Abstract. The atherosclerosis usually develops as a result of the lipids deposition 
on the artery wall with further vegetation of connective tissue of the intima and 
atherosclerotic plaques formation. When studying piezo- and segnetoclectric 
properties of the lipids, it was noticed that phase transitions affected the process 
of atherosclerotic plaques formation. The developed method ої mm-range differ- 
ential reflectometry makes it possible that electromagnetic waves, permeating the 
surface skin layers and reflecting from the surface of vessels may carry informa- 
tion about phase states of the lipids in the blood plasma. Аз soon as physical prop- 
erties of cholesterics rather strongly depend on phase state of liquid crystals, so 
this allows to suggest the method of controlling the abovesaid parameters, that is 
the action by the external field. Carrying out of the researches concerned with 
influence caused by the external fields in blood plasma, may contribute to crc- 
ation of the new methods of prevention of atherosclerosis development inaddion 
to improvement of the available diagnostication methods. 


Введение 


Все липиды плазмы крови млекопитающих существуют в виде сложных 
надмолекулярных комплексов с белками, которые называются липопротеида- 
ми (ЛП) [1]. Обмен липидно-белковых соединений связан с их участием в 
большинстве физиологических процессов, протекающих в клетках и тканях 
организма и возникающие при этом аномалии в их структуре, дефекты в об- 
мене могут служить метаболической основой атеросклероза. 

Вполне закономерно, что с учетом тесных этиопатогенетических взаимо- 
связей состояния метаболизма липопротеидов и составляющих их липидов с 
характером и степенью атеросклеротических поражений сосудистой стенки, 
одним из эффективных направлений дальнейших научных разработок в этой 
области является совершенствование методов всестороннего исследования би- 
ологических и физико-химических характеристик указанных биохимических 
соединений, что может способствовать оптимизации диагностики, профилак- 
тики и лечения заболевания. Основополагающее место, по нашему мнению, 
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Модифицирующее влияние злектромагнитного поля на фазовое состояние липидов 


призваны занять физические методы, обладающие высокой чувствительностью 
и прецизионностью. 

Согласно концептуальным представлениям физики живого, имманентным 
живому являются электромагнитные волны миллиметрового диапазона [2]. 
Изучая их отражение от некоторых зон поверхности кожи пациентов с ише- 
мической болезнью сердца и церебральным атеросклерозом, нам удалось вы- 
явить корреляцию между измеренным коэффициентом анизотропии в мм-ди- 
апазоне электромагнитных волн, данными клинического обследования паци- 
ентов и клинико-лабораторного анализа липидов крови [3,8]. 

Целью настоящей работы являлось теоретическое обоснование и построе- 
ние физико-математической модели, объясняющей возможность целенаправ- 
ленного воздействия электромагнитных волн с учетом основных их свойств, 
включая поляризацию [3], на конформационные характеристики липидов, ON- 
ределяющие степень их атерогенности. 


Результаты исследования 


Рассмотрим кратко некоторые структурно-конформационные свойства 
липидов и их последовательные изменения под влиянием внешнего электро- 
магнитного поля, которые могуг быть корректно объяснены соответствующим 
физико-математическим анализом. 

Липопротеиды плазмы крови представляют определенные надмолекуляр- 
ные комплексы, включающие липиды, которые могут находиться в различном 
состоянии, в том числе, и в форме водного раствора жидких кристаллов (ЖК). 
Показано существование смеси холестерических и смектических XXK[6]. В 3a- 
висимости от концентрации компонентов смеси и температуры, ЖК могут на- 
ходиться в одной из трех фаз: изотропной, жидкокристаллической или твердо- 
кристаллической. В живом организме возможны фазовые переходы (ФП) меж- 
ду этими тремя состояниями, качественные и количественные нарушения ко- 
торых, могуг принимать участие в развитии патологических процессов. 

Как известно, структурной особенностью холестерика является спираль- 
ное упорядочение молекулы, которое существует в фазе ХЖК, но может быть 
раскручено при воздействии магнитного или электрического поля, а также при 
повышении температуры с переходом в изотропную фазу [9]. Известно также, 
что молекулы холестерика совместно с молекулами других ЖК образуют холе- 
стерическую смесь. В зависимости от концентрации компонентов смеси тем- 
пература ФП изменяется. Толщина слоя холестерика 1 мкм. 

Холестерик может иметь несколько видов поверхностей поликристалличе- 
ских Macc — текстур, в зависимости от условий. Так, при охлаждении изотроп- 
ного расплава, после ФП, наблюдается конфокальная текстура. Она представ- 
ляет собой коническую поверхность, основанием которой является эллипс, а 
вершина лежит на гиперболе, проходящей через один из фокусов эллипса, 
причем плоскости эллипса и гиперболы взаимно перпендикулярны. Часть 
пространства, ограниченная конфокальной поверхностью, носит название 
конфокального домена. Конфокальные домены группируются B полигональ- 
ные текстуры, напоминающие отпечатки пальцев. В этом случае ось спирали 
лежит в плоскости покровного стекла, и можно легко измерить шаг спирали. 
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Конфокальная и полигональная текстурь могут переходить в веерную тексту- 
ру, в которой эллипсы конфокальных доменов перпендикулярны текстуре. Эти 
текстуры могут легко превращаться в планарную текстуру, которая является 
специфически холестерической. Эта текстура имеет все оптические свойства 
одноосного отрицательного кристалла [9]. Поэтому плоскополяризованная 
электромагнитная волна, падающая нормально на планарную текстуру, отра- 
зившись от ее поверхности, обнаруживает анизотропию при вращении плос- 
кости поляризации вокруг нормали к поверхности. 

В жидкокристаллическом состоянии липидная смесь, с учетом основных 
физико-химических характеристик, имеет двойственную природу — жидкости 
(вязкость и текучесть) и кристалла (текстура, анизотропия, сегнетоэлектриче- 
ские особенности), тем самым предполагая зависимость свойств от внешнего 
электрического и магнитного полей. Это может служить основой для создания 
теоретической модели, описывающей возможные конформационные измене- 
ния липидов в результате указанных воздействий. 


Липиды представляют собой диамагнетики с восприимчивостью Х <0 
[9,10]. Их магнитные свойства описываются тензором 2-го ранга, который в 
главной системе координат с осью X;, совпадающей с направлением директо- 


ра п, имеет вид: 


Хп 0 0 
Хав Оо 0b} 
«0 0 Xa 


(1) 
где Хи =: - восприимчивость, измеренная перпендикулярно оси CHM- 
метрии X, а 43 = Хи - измеренная параллельно оси хз. 

Вводя обозначение AX -—2i-X. , назовем эту величину диамагнитной 
анизотропией. Существуют холестерики как с положительной, так и с отрица- 
тельной анизотропией. В настоящей работе мы рассматриваем липиды с поло- 
жительной анизотропией, т.к. в ранее проведенных экспериментах [3,8] мы от- 
мечали такую анизотропию. С помощью Ду, можно записать тензор (1) в виде 
суммы симметричной и антисимметричной частей: 


Хав =% дев +A% п, Пр, (2) 


где 0,,- СИМВОЛ Кронекера, а Na, п; - компоненты директора п. 


Рассмотрим теперь липиды во внешнем магнитном поле (МП). Согласно 
выражению для плотности свободной энергии [7,8], член, описывающий вза- 
имодействие липидов с МП, имеет вид: 


E, = - 1/2 Ах (1r Hy, (3) 


где H - напряженность МП. 
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Член Е, вносит вклад в упругую энергию. Условие минимума полной 
энергии требует, чтобы при Ду,» 0 ориентация между векторами была: п|Н; в 
этом случае, при постоянных значениях сомножителей в правой части выра- 
жения (3), F,, имеет наиболее отрицательное значение. Таким образом, ориен- 
тирующее действие МП заставляет при положительной диамагнитной анизот- 
ропии длинные оси молекул ориентироваться вдоль направления МП. 

До сих пор речь шла о локальной анизотропии Ах, вычисленной B резуль- 
тате измерений у вдоль и поперек направления директора п. Для холестерика 
же удобнее ввести среднее значение диамагнитной восприимчивости Лу", из- 
меренное вдоль оси спирали планарного слоя Ду" и перпендикулярно ей Ay,* 

Эти величины имеют связь с локальными значениями: 


"ість = +) (4) 
Отсюда получаем: 
Ax* Зо = М) = - 1/24% (5) 


Из формулы (5) следует, что для холестерика знаки Лу и Ay* противопо- 
ложны. Если Ду > 0, то средняя анизотропия отрицательна (Лу* < 0), и выгод- 
но расположение оси спирали перпендикулярно полю. 

Если направление поля, приложенного к текстуре холестерического жид- 
кого кристалла (ХЖК), не соответствует минимуму его свободной энергии, то 
будет наблюдаться переход в другую, более энергетически выгодную структу- 
ру. Так, планарная текстура ХЖК с отрицательной средней анизотропией 
(Ax* < 0) в поле, перпендикулярном оси спирали, трансформируется в планар- 
ную текстуру нематического липида, при этом происходит раскручивание хо- 
лестерической спирали. Ориентация длинных осей становится параллельной 
полю; тем не менее, сама спиральная структура остается устойчивой. 

Рассмотрим липид, расположенный в декартовой системе координат х, х, 
X; таким образом, что ось спирали геликоидной структуры направлена вдоль 
оси X;, а внешнее поле Н приложено вдоль хз, т.е. перпендикулярно оси спи- 
рали. Директор п задан компонентами n = (ni, п, 15), где n, = 0, n, = с050, п; 
= sino. 

Зададимся целью определить, как изменяется шаг спирали р в зависимос- 
ти от приложенного поля Н. Плотность свободной энергии деформации липи- 
да, находящегося в МП, описывается выражением 


F= К, Grot пу ноу) - V Ax H'sin' 0, (6) 


где K; - модуль Франка для деформации кручения, A% > 0 - диамагнитная 
анизотропия, а 4, — волновой вектор спирали в отсутствие МП. Между шагом 
и волновым вектором имеется связь: ру = m. 
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Разворачивая выражение для Ng rot Ng B строку и подставляя значения ком- 
понент ns , в результате имеем: 


n, rot ny = 06/ Ox, (7) 


Отсюда получаем полную свободную энергию деформации липида в объ- 
еме, имеющем длину, равную р, и с поперечным сечением, равным единице 
площади 


ав | дааа 
E- L| K, £s -АХН sin“ Ө |dx 
oL (8) 


Чтобы найти искомую зависимость O(x,), следует решить вариационную 
задачу для функционала Е, : 6(Е,) = 0. В отсутствии внешнего поля (Н = 0) 
из выражения (8) непосредственно следует dO / dx, + qo = 0. При наличии по- 


ля для решения задачи необходимо воспользоваться соответствующим уравне- 
нием Эйлера-Лагранжа, которое имеет вид 


5 


da е +5100 соѕ0 =0 


і (9) 


где 
Em = (K: / 4%)? H! (10) 


Эта величина, называется магнитной длиной когерентности, в пределах KO- 
торой искажения структуры, вызываемые действием МП, достаточно велики. 

Выражение (9) — есть дифференциальное уравнение 2-го порядка, имею- 
щее первый интеграл 


dO/dx, = +( К. ) (1-ю sin'9)'^ (11) 
Здесь знаки + соответствуют правой или левой спирали; К — константа ин- 
тегрирования, |К<1. В рассматриваемой нами задаче К является параметром, 


зависящим от H. Поэтому вначале находим зависимость р — р(К), которая оп- 
ределяется интегрированием 


ре | аө [б-к sin? 0) 46 
о (12) 


ИЛИ В сокращенной записи: 
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P = 25 nk KK), (13) 


где K(k) - полный эллиптический интеграл 1- го рода. 
Подставим теперь (11) в (8) и, минимизируя это выражение относительно k, 
найдем второе уравнение: 


Eii k >. 2/т Ро E(k), (14) 


где E(k) — полный эллиптический интеграл 2-го рода. Исключая выраже- 
ние &, К из системы уравнений (13) и (14), находим зависимость p(k): 


р/ро = 4/1? K(k) E(k). (15) 


Воспользовавшись вьражениями (10), (14), (15), получаєм зависимость 


p(H). 
Из 3TOTO вьражения видно, как очень медленный рост шага спирали XO- 
лестерика при Н<<Н, сменяется очень резким возрастанием при подходе к 


критической точке Н = H, , что приводит к полной раскрутке спирали гели- 


коидальной структуры и превращению ее в нитевидную структуру, т.е. к фазо- 
вому переходу холестерик — нематик. Критическое значение магнитного поля: 


Н, = (п / ро ) (K, / Ay. (16) 


Аналогичным путем можно определить критическое поле фазового пере- 
хода при воздействии внешнего электрического поля. 

Из [19] критическое значение электрического поля, раскручивающего хо- 
лестерическую спираль: : 


E - л [sey 
2p, Ae (17) 


где Po- шаг спирали, ÂE - анизотропия диэлектрической проницаемости. 
(Все величины выражены в системе Гаусса). 


Заключение 


В предыдущих работах нами исследовалась информация, переносимая 
электромагнитной волной мм-диапазона, при отражении ее от некоторых зон 
поверхности кожи пациентов с ишемической болезнью сердца и церебраль- 
ным атеросклерозом [3,3]. При этом удалось выявить корреляцию между ко- 
эффициентом анизотропии в мм-диапазоне электромагнитных волн и данны- 
ми клинического обследования пациентов. Обобщение и анализ результатов 
собственных исследований позволили предложить гипотезу, объясняющую на- 
блюдаемый эффект и указывающую на возможные причинно-следственные 
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взаимосвязи между коэффициентом анизотропии в определенных участках на 
поверхности кожи и фазовым состоянием липидов в подлежащих тканях[3]. 

Сделан также вывод о существовании зависимости введенного нами коэф- 
фициента анизотропии АЕ на поверхности кожи пациентов больных атероск- 
лерозом от степени атеросклеротических изменений в организме обследуемого. 

При планировании настоящего исследования были взяты за основу специ- 
фические конформационные свойства липидов, в первую очередь, способ- 
ность находиться в различных фазах жидкокристаллического состояния. 

Особо учитывалось то обстоятельство, что в современной научной литера- 
туре имеются убедительные данные, указывающие на прогрессирование атеро- 
генеза с переходом в стадию атероматозной бляшки, явлениями ее распала и 
тромботическими осложнениями как результата поступательного фазового пе- 
рехода липидов, особенно, холестерина из аморфного в жидко- и твердокрис- 
таллическую формы[4-7]. Такая последовательность событий гипотетически не 
исключает, на наш взгляд, возможность обратного развития - регрессии в це- 
пи патологических явлений, приводящих к атеросклерозу. И здесь одним из 
активно действующих факторов необходимо рассматривать физическое BO3- 
действие магнитного, электрического, или электромагнитного полей. 

Во всяком случае, результаты данной работы позволили нам построить 
физико-математическую модель, которая обосновывает и объясняет возмож- 
ную эффективность целенаправленного воздействия электромагнитных волн 
на физико-химические характеристики липидов, определяющие степень их 
атерогенности. 


МОДИФІКУЧИЙ ВПЛИВ ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО ПОЛЯ НА ФАЗОВИЙ СТАН 
ЛІПІДІВ (ТЕОРЕТИЧНІ АСПЕКТИ) 


В.М. КУЗЬМЕНКО, І.А. ІВАНЧЕНКО, А.В. ІВАНОВСЬКА, Б.Ф. РУДЬКО, 
П.П. ЧАЯЛО 


В основі атеросклерозу лежить відкладення ліпідів у стінах артерій з подаль- 
шим розростанням сполучної тканини інтими й утворенням бляшок. При дослідженні 
пьезо- і сегнетоелектричних властивостей ліпідів виявлено, шо фазові переходи впли- 
вають на процес формування атеросклеротичних бляшок. Розроблений нами метод ди- 
ференційної рефлектометрії мм-діапазону дозволяє електромагнітним хвилям, що про- 
ходять крізь поверхневі шари шкіри 1 відбиваються від поверхні судин, нести інфор- 
мацію про фазові стани ліпідів плазми крові. Оскільки фізичні властивості холесте- 
риків досить сильно залежать від фазового стану рідких кристалів, це дозволяє запро- 
понувати метод керування зазначеними параметрами - вплив, зовнішнім полем. Про- 
ведення досліджень щодо впливу зовнішніх полів на стан і властивості ліпідів плазми 
крові, крім удосконалення методики діагностики, можуть сприяти появі нових методів 
запобігання розвитку атеросклерозу. 


МОДИФИЦИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОМАГНИТНОГО ПОЛЯ НА 
ФАЗОВОЕ СОСТОЯНИЕ ЛИПИДОВ (ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ) 


В.М КУЗЬМЕНКО, И.А. ИВАНЧЕНКО, А.В. ИВАНОВСКАЯ, Б.Ф. РУДЬКО, 
П.П. ЧАЯЛО 


В основе атеросклероза лежит отложение липидов в стенках артерий с даль- 
нейшим разрастанием соединительной ткани интимы и образованием бляшек. При 
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исследовании пьсзо- и сегнетоэлектрических свойств липидов отмечено, что фазовые 
переходы влияют на процесс формирования атеросклеротических бляшек. Разработан- 
ный нами метод дифференциальной рефлектометрии мм-диапазона позволяет элект- 
ромагнитным волнам, проходящим сквозь поверхностные слои кожи и отражаясь от 
поверхности сосудов, нести информацию о фазовых состояниях липидов плазмы кро- 
ви. Так как физические свойства холестериков достаточно сильно зависят от фазово- 
го состояния жидких кристаллов, это позволяет предложить метод управления указан- 
ными параметрами - воздействием внешним полем. Проведение исследований по вли- 
янию внешних полей на состояние и свойства липидов плазмы крови, кроме совер- 
шенствования методики диагностики, могут способствовать появлению новых методов 
предотвращения развития атеросклероза. 


ЛИТЕРАТУРА 


1. Чаяло П.П. Нарушения обмена липопротеидов. К.:”Здоровье”, 1990, C.184. 
С.П. Ситько Фундаментальные проблемы биологии с позиций квантовой фи- 
зики XXHBoro.//Physics of the Alive.- Vol.9., N2 ., 2001., P.5-17. 

3. И.А. Иванченко, B. M. Кузьменко, T. B. Завальская, А.В. Ивановская, Б.Ф. Рудько 
Теоретические и прикладные аспекты использования диференциальной КВЧ- 
рефлектометрии при диагностике атеросклероза. Физика живого, 2002, т.10, 
№1., с.107-114. 

4. А.Н. Климов, Н.Г. Никульчева Обмен липидов и липопротеидов и его наруше- 
ния. “Питер”. СПБ-Москва-Харьков-Минск. 1999. 

5. А.Е. Поляков Липиды, атеросклероз и тромбоз. Одесса. ИРЭНТТ. 1997.С.160. 

6. Р.И. Мини, Е.В. Кононенко Жидкие кристаллы в биологических средах. Моск- 
ва. 1982. 

7. ГИ. Сидоренко, В.Г.Цапаев, И.П.Жук Способ диагностики атеросклероза. AC 
СССР № 931169. А 61 В 10/00 Бюл.№20. 30.05.82. 

8. В.Г. Лизогуб, Т.В. Завальська, ГА. Іванченко, Б.Ф. Рудько, ГГ. Колосовський 
Анізотропія шкіри прекардіальної ділянки у хворих на стабільну і нестабільну 
стенокардію. "Лікарська справа", 2002, №5, с.20-24. 

9. П. де Жен Физика жидких кристаллов. М.1977. 

10. А.С. Сонин Введение в физику жидких кристаллов. М.1933. 


t2 


ФЛУОРЕСЦЕНТНИЙ АНАЛІЗ МІТОХОНДРІАЛЬНОГО 
КАЛЬЦІЄВОГО ТРАНСПОРТУ В ТИМОЦИТАХ 
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FLUORESCENT ANALYSIS OF THE MITOCHONDRIAL 
CALCIUM TRANSPORT IN THYMOCYTES 
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V.V. GANCHURIN 


Department of Biophysics Taras Shevchenko Kyiv National University, 
01033, Kyiv, Ukraine 


Abstract. Changes of calcium concentration [Ca^], in mitochondria of thymocytes 


and smooth muscles cells of rat were studied using fluorescence dye rhod-2. It has 
been shown that treatment of the cells with digitonin (54M) caused an increase 


of fluorescence signal 1, of rhod-2, indicating fast accumulation ої Са" in the 
mitochondria. Exposure to protonophor СССР (2 ИМ) produced fast decrease 
[Ca"], in the mitochondria. Peroxide (Н:О:) caused slow developing increase 
[Ca"], in thymocytes. The effect of Н.О: on mitochondrial |Са" |, was dose- 
dependent. 
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Вступ 


Мітохондрії, крім їх головної функції як клітинних енергетичних фабрик, ві- 
діграють важливу роль в Са""-гомеостазі і клітинній Са" -сигналізації [1]. В оста- 
нні роки обговорюється ключова роль мітохондрій в регуляції апоптозу — запро- 
грамованої смерті клітини [2-5]. Незважаючи на велику кількість експеримен- 
тальних статей та оглядів, шляхи індукції апоптозу 1, зокрема, регуляторна роль 
мітохондрій, залишаються нез'ясованими. Показано [4,5], що однією 3 найбільш 
ранніх стадій, що передують апоптозу, є вивільнення цитохрому с з мембран 
мітохондрії. Далі відбувається активування внутрішньоклітинних протеаз з роди- 
ни каспаз, що призводить до часткового лізису клітини. Механізм, за яким ци- 
тохром с вивільнюється з мітохондрії залишається нез'ясованим, але перед- 
бачається безумовна участь у цьому процесі мітохондріальної пори з перехідною 
проникністю (permeability transition pore — РТР) i проапоптичного білка „Вах”. 
Відкривання РТР відбуваються за умов накопичення надлишкового Са" в 


мітохондріях та низького трансмембранного потенціалу мітохондрії AV м [2,4]. 
3 іншого боку, мітохондрія є джерелом супероксидних радикалів та інших 
видів активного кисню [6]. Це відбувається завдяки функціонуванню дихаль- 
ного ланцюга мітохондрії, зокрема його електронно-транспортного ланцюгів 
113, на внутрішній мембрані мітохондрії та активації моноамінної оксидази 
на її зовнішній мембрані. За нормальних умов супероксидні радикали не- 
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йтралізуються захисними механізмами клітини та мітохондрій. Але коли 
концентрація супероксидних радикалів значно зростає, відбувається акуму- 
лювання їх у мітохондріях, що призводить до руйнівної дії мембран мітохонд- 
рій. Це може бути одним з головних механізмів індукції апоптозу. 

Для дослідження динаміки Са" в мітохондріях використовується Са*-чу- 
тливий флуоресцентний зонд род-2 (rhod-2) [7]. АМ-форма цього зонду, якою 
навантажують клітини, додатньо заряджена, завдяки чому зонд ефективно 
накопичується у мітохондріях, в концентраціях достатніх для реєстрації ди- 
наміки Са”-сигналу в цих органелах. 

З огляду на вищесказане, метою нашої роботи стало дослідження за допо- 
могою флуоресцентного зонду род-2 транспорту іонів кальцію у мітохондріях 
тимоцитів та вивчення впливу пероксиду водню (H.O)), який індукує апоптоз, 
на динаміку концентрації іонів кальцію в мітохондріях тимоцитів. 


Матеріали і методи 


Тварини. Для дослідів використовувалися самці щурів лінії Wistar. Щури 3a- 
бивались шляхом декапітації. Видалений тимус переносили в бюкс на льоду з хо- 
лодним розчином Кребса (+5°С) і концентрацією CaCl: 1.2 ммоль/л. Далі, тимус 
перетирали через сито з синтетичного волокна, поливаючи холодним розчином 
Кребса. Суспензію центрифугували 10 хв при 1500 об/хв. Надосадову рідину зли- 
вали, а осад ресуспендували. Кількість клітин підраховували в камері Горяєва. 

Навантаження тимоцитів флуоресцентним зондом род-2. Отриману сус- 
пензію тимоцитів (50х109 кл/мл) навантажували род-2/АМ (вихідний розчин 
род-2 в ДМСО - IMM). Кінцева концентрація род-2/АМ в середовищі наван- 
тажування становила 5 мкМ. Додавався Pluronic F-127 (0.05% в середовищі на- 
вантажування) для покращення розчинення род-2/АМ. Клітини наванта- 
жувались род-2 30 хв при температурі 25°С з повільним перемішуванням за до- 
помогою обертального пристрою. Після навантажування, клітини відмивались 
від зовнішнього род-2 центрифугуванням. Далі, клітини витримувались протя- 
гом години в темноті при кімнатній температурі для повного навантажування 
зондом мітохондрій тимоцитів. 

Флуоресцентні дослідження. Флуоресценцію род-2 в тимоцитах реєструва- 
ли на спектрофлуориметрі СДЛ-2 при температурі 22°C в [см кюветі. Флуоре- 
сценцію род-2 збуджували 2.с7930 нм. Реєстрували зміну в часі інтенсивності 
флуоресценції 4, на 27980 нм. 

Статистична обробка даних проводилась на ЕОМ з використанням пакету 
наукової графіки Огівіп 7.0. 

В експериментах використовувався нормальний розчин Кребса 
(в ммоль/л): NaCl 135, KCI 5.9, MgCl, 1.2, глюкоза 11.5, CaCl, 1.2, HEPES 11.6. 

В роботі використовувались препарати род-2/АМ, ЕГТА, Pluronic F-127, 
HEPES, дигітонін, СССР, тапсигаргін (всі виробництва *Sigma", США). 


Результати і обговорення 


За хеміосмотичною теорією на внутрішніх мембранах мітохондрій створю- 


ється різниця електрохімічних потенціалів A4 у» протонів. Завдяки цьому ге- 
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нерується різниця електричних потенціалів Дум =150- 180 мВ між 
цитоплазмою клітини і мітохондріальним матриксом. Значний від'ємний заряд 
матриксу по відношенню до цитоплазми є джерелом рушійної сили для транс- 
порту іонів Са" в мітохондрію за участю уніпортера та швидкого способу 
захоплення кальцію (RaM-the rapid mode of calcium uptake) [2,4,8]. Захоплення 


іонів Са?" безпосередньо залежить від Дум i швидкого локального зростання 
концентрації кальцію [Ca^]. в цитоплазмі близько до мітохондрій. Низька 
концентрація кальцію в матриксі мітохондрії [Са?],, підтримується за рахунок 
видалення іонів Са? із мітохондрії в цитозоль за участю Ма"/Са" обмінника і 
мітохондріальної пори з перехідною проникністю (РТР) |2,4). Такі пори мо- 
жуть сприяти апоптозу [9]. 

Утворення пори в ділянці контакту між внутрішньою і зовнішньою мем- 
бранами тригірується завдяки зростанню внутрішньомітохондріального 
[Ca?],, а це в свою чергу, супроводжується зниженням відношення АТФ/АДФ 
та окислювальним стресом (зростає концентрація реактивних супероксидних 
радикалів і знижується активність антиоксидантної системи). 

Для секвестрування іонів Са" мітохондрією необхідна активація уніпорте- 
ра за участю цитозольного кальцію [Са”].. Мітохондрія не секвеструє іони ка- 
льцію в стані спокою, коли базальний рівень |Са" |, = 100 + 150 HM. Але коли 
концентрація цитозольного кальцію |Са"), перевищує порогове значення 200 
+ 300 uM [10], тоді уніпортер активується i секвеструє Са" в мітохондрії. В клі- 
тинах, зокрема у збудливих клітинах, деполяризація мембрани спричиняє 
швидкий вхід Са" через потенціал-керовані Са" -канали і далі, з певним запі- 
зненням, спостерігається збільшення внутрішньомітохондріального |Са" |,, що 
реєструється за допомогою флуоресцентного індикатора род-2. 

Ми провели модельні дослідження на тимоцитах, в яких штучно підви- 
щували цитозольну концентрацію кальцію |Са" |, провівши пермеабілізацію 
мембран тимоцитів дигітоніном (5 мкМ/л, протягом 2 хв). Зміну 
внутрішньомітохондріальної концентрації |Са"), реєстрували через зміну İH- 
тенсивності флуоресценції 1, род-2. На рис. 1 представлені спектри 
флуоресценції род-2 в мітохондріях тимоцитів до дії дігітоніну (спектр 1) 1 
після дії дигітоніну (спектр 2). Концентрація іонів Са" вибиралася фік- 
сованою і задавалася Са" -ЕГТА - буфером. В цьому експерименті екстра- 
целюлярна концентрація кальцію становила |Са" |, = 1.2 ммоль/л. Як видно з 
рис. 1, після обробки тимоцитів дигітоніном інтенсивність флуоресценції ly 
значно зростає (спектр 2), що свідчило про активування уніпортера і секвест- 
рування іонів Са" мітохондріями. 

Для перевірки того, що род-2 навантажується в мітохондріях клітин і що 
він накопичується Са" в мітохондріях ми використали протонофор СССР 
(carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone), який є роз'єднувачем протонного 


градієнта Арна внутрішній мембрані мітохондрій. В результаті його дії зн- 


икає мембранний потенціал Дум і, відповідно, зникає рушійна сила для 
транспорту іонів Са?" за участю уніпортера. Ми порівнювали кінетичні криві 
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зміни концентрації |Са"), в мітохондріях (через зміну інтенсивності 
флуоресценції І, род-2) збудливих гладеньком'язових клітин матки щура, 
люб'язно надані Л.А. Борисовою, відділ біохімії м'язів Інституту біохімії НАН 
України, і в мітохондріях незбудливих клітин (суспензія тимоцитів) (рис.2, A i 
Б). Для усунення впливу роботи Са*-помп саркоплазматичного ретікулуму до 
суспензії клітин додавався тапсигаргин. 

З рис. 2 видно, що і в мітохондріях гладеньком'язових клітин, і в мітохон- 
дріях тимоцитів додавання дигітоніну (5 мкмоль/л) та СССР (2 мкмоль/л) 
спричиняє подібні зміни інтенсивності флуоресценції T род-2. При додаванні 
дигітоніну (рис. 2) підвищення інтенсивності флуоресценції вказує на зрос- 
тання концентрації іонів Са” в мітохондріях, яке обумовлене зростанням KOH- 
центрації Са" в цитозолі клітини. Після додавання СССР спостерігалося зни- 
ження інтенсивності флуоресценції зонду і, відповідно, концентрації Са? в Mi- 
тохондріях, але не до базального рівня. Навпаки, якщо спочатку до суспензії 
м'язових клітин чи тимоцитів додавали СССР, це призводило до невеликого 
підвищення концентрації Са" в мітохондріях, а подальше додавання дигітоні- 
ну ще збільшувало концентрацію Са”, але тільки до того рівня, до якого KOH- 
центрація Са" знижувалась за умови додавання СССР після дигітоніну. При 
додаванні ЕГТА інтенсивність флуоресценції 1 зонду значно зменшувалася, 
що свідчить про майже повне хелатування іонів Са?" в буфері. У тимоцитах iH- 
тенсивність флуоресценції род-2 також знижувалась, але залишалась вищою 
від початкового „базального” рівня (рис. 2, Б). 

Зниження інтенсивності флуоресценції род-2 і, відповідно, концентрації 
іонів Са" в мітохондріях після додавання СССР за умови присутності дигіто- 
ніну узгоджується з даними літератури, що пов'язують роботу мітохондріаль- 


ного уніпортеру за наявності потенціалу AV, на внутрішній мембрані 
13 
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Рис. 1. Спектри флуоресценції род-2 y мітохондріях тимоцитів, до дії дигітоніну (1) та 
після дії дигітоніну (2). [у - інтенсивність флуоресценції, Аж=530нм. 
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мітохондрії. Важче пояснити підвищення концентрації іонів кальцію в мі- 
тохондріях після додавання СССР у відсутності дигітоніну. Можливо, що при 
обробці клітин СССР у присутності тапсигаргину, відбувається активне вивіль- 
нення іонів Са? із ендоплазматичного (саркоплазматичного) ретикулуму [11]. 
Це може спричиняти незначне накопичення іонів Са" в мітохондріях, які пр- 
осторово розміщені близько від ендоплазматичного ретикулуму [12]. 

Пероксид водню (Н.О») здатний запускати запрограмовану смерть (апоп- 
тоз) клітин [13]. При цьому відбувається нуклеосомна фрагментація ДНК, якій 
передує підвищення концентрації іонів | Са" |, в цитозолі клітини 14,15). Ми 
дослідили, як впливає пероксид водню на зміну концентрації |Са" |, y мітохон- 
дріях тимоцитів. Для цього мітохондрії тимоцитів навантажували індикатором 
род-2. Протягом 30 хв тимоцити витримували у буферних розчинах з різними 
концентраціями [H,O] (10, 50, 100 мкмоль/л) і протягом цього періоду про- 
водилася неперервна реєстрація зміни інтенсивності флуоресценції І, род-2 
(рис. 3). Як видно з рисунка, уже невелика концентрація [H,0;] =10 мкмоль/л 
спричиняла помітне зростання (2996) Іф род-2, що свідчить про накопичення 
іонів Са?" в мітохондріях тимоцитів. Збільшення концентрації [H;O;] 
викликало зростання lp род-2: [Н,0,] = 50 мкмоль/л зростання ip на 11%, 
[Н,0,] = 100 мкмоль/л зростання / на 14%. Такий результат узгоджується 3 
уявленням про апоптичну дію НО? на клітини, оскільки зростання концентра- 
ції іонів Са?" в мітохондріях обумовлює відкривання мітохондріальних пор РТР 
з великою провідністю (~ 1200 пСм), що в кінцевому результаті призводить до 
активації каспаз і загибелі клітин. 


А Б 


404 Са" 9,5 Дігітонін 


с з 


Дігітонін СССР. == 


0 2 4 6 8 10 12 
t, XB 


Рис. 2. Зміна в часі інтенсивності флуоресценції (1) род-2 в мітохондріях гладенько- 
м'язових клітин матки (А) і тимоцитів (Б) при дії дигітоніну (5 мкмоль/л), 
протонофора СССР (2 мкмоль/л) та ЕГТА (8 ммоль/л); Asg = 530 нм, 


М = 580 нм, t = 22°С 
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t, XB 
Рис. 3. Вплив різних концентрацій Н.О» на зміну в часі інтенсивності флуоресценції 


(lp) род-2 в мітохондріях тимоцитів; Аб = 530 нм, Афл = 580 нм, t = 22°С. 
Справа на графіку — концентрації [Н,О›] в мкмоль/л 
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Досліджено зміну концентрації іонів кальцію [Ca^], в мітохондріях тимоцитів 
і гладеньком'язових клітин щура за допомогою флуоресцентного індикатора род-2. 
Показано, що при обробці клітин дигітоніном (5 мкмоль/л) спостерігається зростання 
інтенсивності флуоресценції "^ род-2, що свідчить npo швидке накопичення іонів Са? 
в мітохондріях. Протонофор СССР (2 мкмоль/л) спричиняє швидке зниження кон- 
центрації іонів Ca^ в мітохондріях. Спостерігалось повільне підвищення концентрації 
іонів в мітохондріях тимоцитів під дією пероксиду водню (H303). Підвищення концен- 
трації кальцію в мітохондріях тимоцитів під дією різних концентрацій НО; має дозо- 
ву залежність. 
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ТРАНСПОРТА В ТИМОЦИТАХ 


Ю.В. СЕМЕНОВ, А.Ю. АРТЕМЕНКО, В.Л. ЗИМА, В.В. ГАНЧУРИН 


Изучено изменение концентрации ионов кальция [Ca^], в митохондриях TH- 


моцитов и гладкомышечных клеток крысы с помощью флуоресцентного индикатора 
род-2. Показано, что при обработке клеток дигитонином (5 мкмоль/л) наблюдается 
увеличение интенсивности флуоресценции 1, род-2, что свидетельствует о быстром 
накоплении ионов Са" в митохондриях. Протонофор СССР (2 мкмоль/л) вызывает 
быстрое уменьшение концентрации ионов Ca” в митохондриях. Наблюдалось медлен- 
ное повышение концентрации кальция в митохондриях тимоцитов при действии пе- 
роксида водорода (H5O»). Повышение концентрации кальция в митохондриях тимоци- 


тов при действии разных концентраций H,O, имеет дозовую зависимость. 
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Abstract. This paper presents the results of investigations on human erythrocyte 
membrane permeability for glycerol and its monoalkyl ethers (1-MMEG, 
1-МЕЕС, 1-MIPEG). It is shown that glycerol does not permeate via aqueous 
pores, made by band 3 protein. Comparing of permeability of native erythrocytes 
and ones incubated with sulfhydryl reagent for glycerol and its ether derivatives 
testify to the fact, that the reason for this is not only the dimensions of the glyc- 
erol molecules, but also the size of its hydrate surface. Permeation of glycerol's 
monoalkyl ethers, being of the same diameters but of greater length, is partially 
blocked by incubation with pCMBS, that testifies to their permeation via protein 
channels. These data allow the assuming that permeation of molecules via protein 
channels is accomplished together with aqua molecules, which create their 
hydrate surface. 


Key words: erythrocyte membrane, permeability, glycerol, glycerol ethers 


BCTVII 


B наших попередніх роботах [1,2] було проведено дослідження пасивної 
проникності мембран еритроцитів людини до діолів та амідів. Показано, що 
досліджені речовини проникають в еритроцити двома альтернативними шля- 
хами: безпосередньо розчиненяються в ліпідному бішарі та через гідрофільні 
пори сталого розміру, утворені білковими структурами. На підставі власних ек- 
спериментальних даних та даних літератури [3-5] було зроблено висновок, що, 
найімовірніше, ці канали утворюють димери або тетрамери аніонобмінного 
білка смуги [3]. На користь такої інтерпретації свідчать численні дані про 
пригнічення потоків малих неелектролітів та води сульфгідрильними реагента- 
ми на кшталт pCMBS, а також дані про зв'язування таких реагентів саме цим 
білком [6]. 

Швидкість проникання малих прямоланцюгових спиртів та амідів через 
ліпідний бішар визначається в першу чергу їх гідрофобністю або гідрофільніс- 
тю. Ця притаманна молекулам властивість кількісно характеризується так зва- 
ним коефіцієнтом розподілу між гідрофобною та гідрофільною фазами. В на- 
ших роботах показано, що коефіцієнт проникності для діолів та амідів мемб- 
ран еритроцитів, проінкубованих з сульфгідрильним реагентом, корелює зі 
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значеннями коефіцієнтів розподілу в системі “п-октанол+вода” з коефіцієнтом 
кореляції 0,996 для діолів та 0,94 для амідів. Такі високі коефіцієнти кореляції 
є прямим доказом проникання речовин через ліпідну фазу. Іншим значущим 
параметром, який впливає на проникання через ліпідний бішар, є об'єм моле- 
кул (коефіцієнт кореляції для низки речовин 3 близькими значеннями 
коефіцієнтів розподілу “етиленгліколь + діетиленгліколь + триетиленгліколь + 
1,2-пропандіол 1,3-пропандіол” становить — 0,927 [1]). 

Для проникання молекул через гідрофільні пори сталого розміру одним з 
найважливіших параметрів є діаметр молекул. Показано [1,2], що малі 
гідрофільні молекули, діаметром приблизно до 4 А, вільно проникають крізь 
водні канали, утворені білковими структурами. Перевищення діаметром цієї 
величини приводить до значного зменшення проникності білковими канала- 
ми. В своїх роботах Соломон із співавт. [4,5] оцінює розмір водних каналів, ут- 
ворених білком смуги 3, приблизно в 12-13 А. Він вважає, що діоли проника- 
ють в пору разом з гідратною оболонкою. Розмір молекул діолів з одним ша- 
ром гідратованої води забазпечує, на його думку, визначені коефіцієнти про- 
никності крізь мембрани еритроцитів. В той же час Соломон припускає |5], 
що механізм проникання амідів крізь водну пору відрізняється від такого для 
діолів і супроводжується обміном водневих зв'язків з водою на водневі зв’яз- 
ки зі стінками пори. Але, на наш погляд, така відмінність проникання діолів 
та амідів є недостатньо аргументованою. До того ж, отримані нами експери- 
ментальні дані [1,2] демонструють схожі закономірності для обох видів речо- 
вин. Так, зокрема, показано, що перевищення діаметром молекул величини 
4 А, як для дол, так і для амідів, значно зменшує пригнічення проникності 
сульфгідрильним реагентом, тобто зменшує проникність крізь гідрофільну 
білкову пору. 

В нашій роботі |7) проведено теоретичний розгляд проникання малих еле- 
ктронейтральних молекул по водних мембранних порах на підставі простих 
фізичних та геометричних міркувань. Проаналізовано експериментальні дані 
щодо проникності мембран нативних еритроцитів та еритроцитів, проінкубо- 
ваних з pCMBS, для діолів та амідів. Показано, що розраховані значення ко- 
ефіцієнтів проникності цих речовин разом з мономолекулярною гідратною 
оболонкою крізь циліндричну пору діаметром 12 А цілком задовільно узгоджу- 
ються з отриманими нами експериментальними даними. Результати цієї робо- 
ти свідчать про те, що модель водної пори, запропонована Соломоном [3-5], 
адекватно описує механізм проникання малих електронейтральних молекул 
водними шляхами. В той же час така узгодженість теоретичної моделі з експе- 
риментальними даними все ще не є неспростовним доказом того, що саме такі 
геометричні характеристики водної пори відповідають дійсності. Так, в робо- 
тах [8,9] висловлювались сумніви щодо таких великих розмірів білкової водної 
пори. Мейс |9) вважає, що ця пора є набагато вужчою і може пропускати ли- 
ше молекули води в один ряд, тобто одна за одною. Наші дані підтверджують 
думку Соломона [3-5,10] про спільні шляхи проникання для молекул води та 
малих неелектролітів, але все ще однозначно не визначають розмірів цих ка- 
налів. Адже проникання молекул може здійснюватись так, як запропонував 
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Соломон для амідів [5], з обміном водневих зв'язків з водою на водневі зв'яз- 
ки зі стінками пори, тобто без гідратної оболонки. 

Для подальшого вивчення цього питання ми провели дослідження про- 
никності мембран еритроцитів людини для гліцерину та його ефірних 
похідних. Вибір речовин обумовлювався можливістю дослідити вплив енергії 
водневих зв'язків молекул з водою на їх проникання крізь водні білкові пори 
мембран еритроцитів. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Для дослідження обрано гліцерин та низку його моноалкілових ефірів: 
1-монометиловий ефір гліцерину (1-ММЕГ), 1-моноетиловий ефір гліцерину 
(1-МЕЕГ), 1-моноізопропіловий ефір гліцерину (1-MIITET). Наведені речови- 
ни були синтезовані та очишені фракційною перегонкою у вакуумі у відділі 
кріопротекторів ШЕК НАНУ. Чистоту речовин контролювали методом га- 
зорідинної хроматографії. Будова похідних гліцерину підтверджувалась 
порівнянням розрахованих та експериментальних значень молекулярної ре- 
фракції, а також методом ІК-спектроскопії [11]. 

Геометричні параметри молекул розраховували на основі моделей Стьюар- 
та [12] за комп'ютерною програмою “Hyper Chem Pro у.5.1”. Коефіцієнти про- 
никності визначали розробленим нами методом [13], який грунтується на 
фізико-математичній моделі гемолізу у водних розчинах проникаючої речови- 
ни [14]. Кінетику гемолізу реєстрували методом малокутового розсіювання 
світла з довжиною хвилі 1000 нм. Інтенсивність розсіяного суспензією еритро- 
цитів світла вимірювали під кутом 9" до напрямку падаючого пучка. Ко- 
ефіцієнти проникності визначали при температурі 20"С. 

В якості блокатора водних каналів використовували 
p-Chloromercuribenzenesulfonic Acid Monosodium Salt фірми SIGMA (надалі по- 
значатимо pCMBS). Обробку еритроцитів блокатором проводили за рекомен- 
даціями, наданими в роботі [15], тобто інкубацією з 2 мМ pCMBS впродовж 
години при 22°С. Після інкубації еритроцити відмивали фосфатним буфером 
рН 7,4. 


РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ОБГОВОРЕННЯ 


В результаті проведених досліджень були отримані коефіцієнти проник- 
ності для всіх перелічених речовин нативних еритроцитів та після ix інкубації 
з сульфгідрильним реагентом pCMBS. Результати експериментів, структурні 
формули та розраховані геометричні параметри молекул подані в таблиці 1. 

Оскільки гліцерин виділяється своєю надзвичайно високою 
гідрофільністю (коефіцієнт розподілу в системі “п-октанол-вода” майже в 50 
разів менший (0,0027), ніж для етиленгліколю (0,012) [16]), природно було 
очікувати, що проникання гліцерину відбувається, принаймні частково, по 
гідрофільних білкових каналах, як і у випадку діолів. Але наші дослідження по- 
казали, що обробка сульфгідрильним реагентом не змінює коефіцієнта про- 
никності мембран еритроцитів для гліцерину. Ці дані свідчать про те, що 
білкові канали є недоступними для молекул гліцерину. Цей висновок підтвер- 
джують також дані про розміри молекули гліцерину (діаметр становить 4,7 А). 
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Табл.1 Вплив коефіцієнтів розподілу та геометричних параметрів молекул 
гліцерину та його ефірних похідних на їх проникність крізь мембрани еритроцитів 


Коефіцієнти проникності Р: 106, Геометричні параметри 
м/с € молекул 
Ст на Коефіцієнт 
dile: ЧАА нативні еритроцити затв, m 3 
dito проінкубовані з РА Г.А \, А? 
E ритрон pCMBS |. 
CH.—oH 
Гліцерин ООН 0,038+0,003 0,0380,008 0,0027 4,7 52 90,2 
CH,—OH 
1-ММЕГ И 1,524: 0,01 0,9540,05 0,041 43 62 107,5 
D ПРЕ jl. 
CH.—0—CH.—CH; p 
1-МЕЕГ сН—он 2,62+0,15 1,94+0,01 0,186 47 7,5 130,0 
сн, он 
i 
сн, 
1-МШЕГ и, 2,57+0,07 1,980,050 0,247 47 7,6 131,8 
CH.—OH 


До того ж, така висока гідрофільність означає більш сильний зв'язок з гідрат- 
ною оболонкою, яка може бути суттєво більшою, ніж у етиленгліколя. З таб- 
лиці | також видно, що коефіцієнт проникності для гліцерину є на порядок 
меншим, ніж коефіцієнт проникності pCMBS оброблених еритроцитів для 
етиленгліколю (0,526.10-6 м/с [1]), що корелює з даними про коефіцієнти роз- 
поділу між гідрофільною та гідрофобною фазами. Є цікавим також той факт, 
що на відміну від еритроцитів людини, гліцерин майже не проникає в еритро- 
цити бика [17], а швидкість проникання гліцерину в еритроцити щурів в 242 
рази більша, ніж швидкість проникання в еритроцити вівці [18]. Пасивна про- 
никність ліпідних бішарів тісно пов'язана з їх текучістю, а відтак із вмістом не- 
насичених жирних кислот. В той же час індекс подвійних зв'язків для загаль- 
них ліпідів еритроцитів вівці, бика, людини та щура становить 0.7, 0.8, 1.4 та 
1.7 відповідно. Це пов'язано з лишним складом мембран еритроцитів цих 
видів ссавців. Так, мембрани еритроцитів бика містять набагато більший відсо- 
ток (46,2%) сфінгомієліну (індекс подвійних зв'язків 0,33) порівняно з еритро- 
цитами людини (25,8%) за рахунок фосфатидилхоліну (індекс подвійних 
зв'язків 0,96) [19]. Таким чином, версія проникання гліцерину саме крізь 
ліпідний бішар узгоджується з даними про ліпідний склад мембран еритро- 
цитів різних видів ссавців. Наш висновок підтверджується також даними ро- 
боти |20), автори якої за результатами своїх досліджень стверджують, що білок 
смуги 3 не є шляхом транспоту гліцерину в еритроцитах людини. 

Отримані нами значення коефіцієнтів проникності для гліцерину не узго- 
джуються з даними роботи |4). Але наведене в цій роботі значення 0,35-10-6 
м/с є, на наш погляд, зовсім нереальним. Так, за даними роботи [21], в якій 
проникність до гліцерину, визначали за методом 50%-го гемолізу без врахуван- 
ня часу флуктуаційного утворення пори, коефіцієнт проникності при 20°С ста- 
новить для 1M гліцерину 0,015-10-6 м/с. Як i очікувалось, ці дані є занижени- 
ми порівняно з нашими даними, отриманими модифікованим методом, що 
враховує механізм флуктуаційного утворення пори в процесі гіпотонічного ге- 
молізу [14]. Але все ж вони є ближчими до реального часу проникання гліце- 
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Табл. 2 Експериментальні та розраховані значення коефіцієнтів проник- 
ності мембран еритроцитів для моноалкілових ефірів гліцерину 


HT EE à 0-7 109 
5 P105, | Рг10°, | P106 E Ma qne ort 
ечовина c Mie M 5 нА M n розр. 
1-ММЕГ _ | 152 0,95 0,57 5 85 [0.746 |037 |058 
1-МЕЕГ _ | 2,62 1,94 0.68 93 [0,701 [0,437 | 0,65 
1-МШЕГ | 2,57 1,98 0,59 94 10663 [0,406 | 0,59 


рину в еритроцити людини, який спостерігається в експериментах, ніж дані 
роботи [4]. 

Як видно з таблиці 1, молекули всіх досліджених речовин за діаметром не 
перевищують розмір гліцерину, але мають більшу довжину. В той же час, ре- 
зультати показують, що обробка еритроцитів сульфгідрильним реагентом знач- 
но зменшує їхню проникність для моноалкілових ефірів гліцерину. А це озна- 
чає, що ці речовини частково проникають крізь білкову гідрофільну пору. На 
жаль, ми наразі не маємо експериментально визначених коефіцієнтів роз- 
поділу для перелічених речовин, крім гліцерину. Тому скористались теоретич- 
но розрахованими в роботах |11,16) значеннями (табл 1). З наведених даних 
видно, що коефіцієнт розподілу I-MMET більш ніж на порядок вищий за ко- 
ефіцієнт розподілу для гліцерину. Він майже збігається з розрахованим тим же 
способом [16] коефіцієнтом розподілу для 1,2-пропандіолу, який становить 
0,039. Але коефіцієнт проникності молекул 1-ММЕГ крізь гідрофільні пори є 
значно меншим, ніж для 1,2-пропандіолу (0,936-10-6 м/с [7]), що узгоджується 
з їх суттєво більшими розмірами. В той же час більш гідрофільний 1,3-про- 
пандіол (К,=0,023 (161), який є також меншим за 1-ММЕГ, але більшим за 
1,2-пропандіол [1], має меншу проникність крізь гідрофільні пори (0,325-10-6 
м/с [7]). 

Коефіцієнт проникності для 1-МЕЕГ є значно більшим, ніж для 1-ММЕГ, 
що корелює зі значеннями коефіцієнтів розподілу. 3 таблиць 1 та 2 видно, що 
збільшення коефіцієнта проникності для 1-МЕЕГ забезпечується більшою 
мірою збільшенням проникності крізь ліпідну фазу, в той час як проникність 
крізь пору зростає не настільки суттєво. Коефіцієнт проникності для 1-MIITET 
є трохи меншим за коефіцієнт проникності для 1-MEET, але в цьому випадку 
вже за рахунок проникності крізь пору. Очевидно, що це пояснюється більши- 
ми розмірами молекул 1-МІПЕГ. Коефіцієнт кореляції між проникністю для 
моноалкілових ефірів гліцерину проінкубованих з РСМВ$ еритроцитів (тобто 
проникністю крізь ліпідний бішар) та коефіцієнтами розподілу між 
гідрофільною та гідрофобною фазами є достатньо високим і становить 0,97. 

Проникання молекул ефірів гліцерину крізь гідрофільні пори на протива- 
гу молекулам гліцерину, можна пояснити двома способами: (1) молекули цих 
речовин проникають крізь гідрофільні пори, втрачаючи свою гідратну оболон- 
ку, тоді як гліцерин має більшу енергію водневих зв'язків [22] і не розлучається 
з нею; (2) молекули проникають крізь пори разом з гідратною оболонкою, 
ефективна товщина якої у гліцерину більша, що і заважає його прониканню. 
За теорією пор Мулінза [23], бар'єром, що перешкоджає проникненню гідра- 
тованих молекул у вузьку пору, є енергія, котра необхідна для дегідратації мо- 
лекули. Енергетичний бар'єр зникає, якщо молекули води, що втрачаються, 
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заміщуються "еквівалентною кількістю зв'язків зі стінками пори". Молекули, 
розміри яких не відповідають розмірам пори (є більшими або меншими), ви- 
являються недостатньо сольватованими стінками пори і не можуть увійти в 
неї. Тому, сольватована пора буде проникною для молекули (або йона) при 
цілковитій відповідності розмірів молекули і пори. Отримані нами обернені за- 
лежності проникності діолів та амідів крізь водну пору від розмірів молекул 
[1,2], які є монотонними (без екстремумів) з коефіцієнтами кореляції >/0,9/, 
краще узгоджуються з версією проникання молекул разом з гідратною оболон- 
кою, ефективна товщина якої залежить від гідрофобності молекули. 

Теоретичний розрахунок коефіцієнтів проникності крізь циліндричну по- 
ру діаметром 12 А, аналогічний проведеному в роботі [7] для амідів та діолів 
дає цілком задовільне узгодження з експериментальними величинами (табл.2) 
при припущенні, що ефективна товщина гідратної оболонки для 1-ММЕГ ста- 
новить 2,3 А, як і для гідрофільних діолів, але з урахуванням в даному випад- 
ку асиметричного розташування гідрофобних та гідрофільних ділянок молеку- 
ли, тобто вважаючи, що d,=d+2h, а | =+й. Для 1-МЕЕГ та 1-МІПЕГ ефектив- 
ну товщину гідратної оболонки вважали рівною 1,8 А, що є виправданим в 
зв'язку з їх значно більшою гідрофобністю. 

Таким чином, в результаті проведених досліджень показано, що гліцерин 
не проникає крізь водні пори, утворені білком смуги 3. Порівняння проник- 
ності нативних та проінкубованих з сульфгідрильним реагентом еритроцитів 
для гліцерину та його моноалкілових ефірів свідчить про те, що причиною 
цього є не тільки розміри самої молекули гліцерину, але i її гідратної оболон- 
ки. Проникності моноалкілових ефірів гліцерину, які мають такий самий 
діаметр, але більшу довжину, частково блокуються інкубацією з pCMBS, шо 
свідчить про їх проникання білковими каналами. Ці дані в сукупності з резуль- 
татами, отриманими нами для діолів та амідів, дають підстави вважати, що 
проникання цих молекул крізь білкові канали здійснюється разом з молекула- 
ми води, що утворюють їх гідратну оболонку. Розглядаючи гідратну оболонку 
молекул як динамічну структуру, в якій агрегати молекул води існують тільки 
близько 10-11 с [23], можна припустити, що її ефективна товщина для кожної 
гідратуючої молекули може відрізнятись і залежати від її гідрофобності 
(гідрофільності), а також бути меншою, ніж розмір молекули води. Розраховані 
при цьому припущенні значення коефіцієнтів проникності крізь білкові кана- 
ли для низки досліджених речовин цілком задовільно узгоджуються з експери- 
ментальними даними. 


ПРОНИКНІСТЬ МЕМБРАН ЕРИТРОЦИТІВ ЛЮДИНИ ДЛЯ ГЛІЦЕРИНУ 
ТА ЙОГО ЕФІРНИХ ПОХІДНИХ 


O.I. ГОРДІЄНКО, С.В. КОЩІЙ, Т.П. ЛІННІК 


В роботі представлено результати дослідження проникності мембран еритро- 
цитів людини для гліцерину та його моноалкілових ефірів (1-ММЕГ, 1-МЕЕГ, 1- 
MIIIET). Показано, що гліцерин не проникає крізь водні пори, утворені білком сму- 
ги 3. Порівняння проникності нативних та проінкубованих з сульфгідрильним реаген- 
том еритроцитів для гліцерину та його ефірних похідних свідчить про те, що причи- 
ною цього є не тільки розміри самої молекули гліцерину, але і її гідратної оболонки. 
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Проникності для моноалкілових ефірів гліцерину, які мають такий самий діаметр, але 
більшу довжину, частково блокуються інкубацією з РСМВ$, що вказує на їхнє прони- 
кнення білковими каналами. Ці дані дають підстави вважати, що проникання молекул 
крізь білкові канали здійснюється разом з молекулами води, що утворюють їхню 
гідратну оболонку. 


ПРОНИЦАЕМОСТЬ МЕМБРАН ЗРИТРОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ГЛИЦЕРИНА 
И ЕГО ЭФИРНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ 


О.И. ГОРДИЕНКО, С.В. КОЩИЙ, Т.П. ЛИННИК 


Представлены результаты исследования проницаемости мембран эритроцитов 
человека для глицерина и его моноалкиловых эфиров (1-ММЭГ, 1-МЭЭГ, 1-МИ- 
ПЭГ). Показано, что глицерин не проникает через водные поры, образованные бел- 
ком полосы 3. Сравнение проницаемости нативных и проинкубированных с сульфги- 
дрильным реагентом эритроцитов для глицерина и его эфирных производных свиде- 
тельствует о том, что причиной этого являются не только размеры самой молекулы 
глицерина, но и его гидратной оболочки. Проницаемости для моноалкиловых эфиров 
глицерина, имеющих такой же диаметр, но большую длину, частично блокируются 
инкубацией c pCMBS, что указывает на частичное проникновение белковыми канала- 
ми. Полученные данные дают основания считать, что проникновение молекул через 
белковые каналы осуществляется вместе с молекулами воды, образующими их гидрат- 
ную оболочку. 
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Abstrakt. The study of the process of rat thymocyte chromatin thermodenatura- : 
tion allows to identify the structural chromatin changes at the сапу stages — 1 
hour after cell treatment with ionizing radiation or peroxide as compared with 
control. Hyperchromism within the temperature ranges corresponding to denatu- 
ration of linker DNA and DNA connected with histone core is decreased, while 
hyperchromism of DNA locus, stabilized by nonhistone structural proteins is 
increased. The chromatin of irradiated cells contains more DNA free of proteins. 


Key words: apoptosis, chromatine, histone H1, nuclei, thymocytes, ionizing radi- 
ation, hydrogen peroxide 


Вступ 


Інтерфазне ядро еукаріотичної клітини - це високовпорядкована інформа- 
ційнозбагачена система, у певних локусах якої розміщено релаксований транс- 
крипційно-активний хроматин та ущільнений неактивний хроматин. Гетеро- 
генність упаковки ДНК у складі хроматину, яка зумовлена взаємодією ДНК як 
з гістоновими і негістоновими білками, так і з елементами ядерного матриксу, 
не лише відіграє важливу роль у забезпеченні адекватного функціонування ге- 
нетичного апарату, але й значною мірою визначає чутливість ДНК до дії ушко- 
джуючих факторів різної природи. На сьогодні залишається нез'ясованим, чи 
початкові ушкодження відбуваються у специфічних ділянках ДНК, чи такі 
ушкодження є наслідком прояву випадкової дії активованих нуклеаз. На осо- 
бливу увагу заслуговують структурні зміни хроматину у випадку ініціації про- 
грамованої клітинної загибелі, або апоптозу - процесу, що завершується пов- 
ною втратою кодуючих послідовностей через фрагментацію ДНК. 

Цей процес направлений на елімінацію клітин і реалізується тоді, коли 
відбувається значне порушення стабільності геному внаслідок дії фізіологічних 
або нефізіологічних чинників. Апоптоз відіграє ключову роль у підтриманні 
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клітинного гомеостазу не лише у нормі (ембріональний розвиток, метаморфоз, 
ендокринозалежна атрофія органів), але і за патологічних станів. Шляхом апо- 
птозу видаляються клітини, що становлять потенційну загрозу для організму, 
наприклад, аутореактивні Т-лімфоцити, інфіковані вірусом, або пухлинні клі- 
тини. Важливою є роль апоптозу у патогенезі захворювань, таких як СНІД, 
нейродегенеративні захворювання, атеросклероз, інфаркт міокарду [9], тому 
вивчення механізмів цього процесу відкриває перспективи для розробки нових 
біотехнологій лікування цих захворювань. 

Зручним підходом до вивчення структурних ушкоджень ДНК, індукованих 
апоптогенними чинниками, є модельні системи in vitro з використанням клі- 
тин різних типів. Наші попередні дослідження апоптозу проводилися на ізо- 
льованих з тимусу щурів тимоцитах, підданих дії іонізуючої радіації або перо- 
ксиду водню як факторів, що викликають дестабілізацію геному та окисний 
стрес. Було встановлено, що через 3 години після дії кожного з чинників у клі- 
тинах виявляються кратні за довжиною нуклеосомній ДНК. фрагменти, які за 
електрофорезі розподіляються у вигляді "драбини", що є типовою ознакою 
апоптичних змін [4]. Проте морфологічна оцінка, яку здійснювали мікроско- 
пічно з використанням флуорисцентного барвника Хехст 33342 виявила різну 
динаміку розвитку ранніх ушкоджень структури хроматину - після дії H,O, y 
суспензії тимоцитів виявляються клітини з конденсованим хроматином, тоді 
як після дії радіації — з апоптичними тільцями, які містять фрагментований 
хроматин (10). Очевидно, ці результати відбивають відмінності у характері так 
званої великомасштабної фрагментації ДНК, яка передує міжнуклеосомній і 
розпочинається у відповідь на певний сигнал, що може виникати або у само- 
му ядрі, або у цитозолі чи інших клітинних компартментах [12]. Припускають, 
що саме ці ранні зміни відіграють першочергову роль у ініціації програми апо- 
птозу, проте вони вивчені недостатньо через ускладнену оцінку крупномасш- 
табної фрагментації ДНК. 

У роботах деяких дослідників продемонстровано кореляцію між процеса- 
ми реорганізції хроматину та параметрами термоденатурації ДНК у складі хро- 
матину, показано взаємозв'язок між хімічною модифікацією ДНК та зміною 
характеру кривих плавлення хроматину [7, 15]. 

Тому ми застосували поєднання таких методів, як термоденатурація ДНК 
та електрофоретичний аналіз білків хроматину для порівняльного дослідження 
структурного стану хроматину тимоцитів та виявлення змін на різних рівнях 
структурної організації ДНК у складі хроматину на ранньому етапі після дії 
апоптогенних чинників. 


Матеріали і методи досліджень 


Використовували щурів лінії Вістар обох статей масою 120-150г, яких 
угримували на стандартному раціоні віварію. Тварин декапітували швидкою 
декапітацією. Тимоцити отримували протиранням тимусу через нейлонову сі- 
тку у середовище 199. Клітинну суспензію (105 клітин/мл) у середовищі RPMI 
1640 з 1095 сироваткою великої рогатої худоби опромінювали одноразово на 
рентгенівській установці РУМ-17: потужність дози 0,24 Гр/хв, фільтри 0,5мм 
(Си+А]), напруга 180 кВ, сила струму 5 мА, фокусна відстань 50 см, (експози- 
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ційна доза 4,5 Гр). Пероксид водню додавали у середовище інкубації клітин до 
кінцевої концентрації 0,5 мМ. Інкубацію клітинної суспензії в контролі та пі- 
сля рентгенівського опромінення або додавання пероксиду водню проводили 
протягом 3 годин при 37 "С. Ядра тимоцитів отримували центрифугуванням у 
градієнті 1,5 М сахарози у присутності інгібітора протеїназ фенілметилсульфа- 
нілфториду (0,1 мМ) при t 0...+4°С за методом [1]. Ядра інкубували у буфері 
(10 мМ трис-НСІ, 1мМ ЗДТА, рН 7,4), протягом 18 год при температурі 37 "С. 
Електрофоретичний аналіз білків хроматину проводили у блоці 15% поліакри- 
ламідного гелю у присутності 0,1% SDS за методом Laemmly [13], що дозволя- 
ло в умовах нашого експерименту розділити фракції корових гістонів і субф- 
ракції лінкерних гістонів НІ. Для розділення використовували вертикальні 
пластини розміром 9,0 х 7,5 з товщиною гелю 1 мм. Паттерн білкових смуг, за- 
барвлених Кумасі С-250 на фотографіях електрофореграм, аналізували з вико- 
ристанням програми TotalLab 1.11. Виділення хроматину проводили як описа- 
но в [8]. Термічну денатурацію препаратів хроматину проводили в термостато- 
ваних кварцевих кюветах з тефлоновими пробками на спектрофотометрі 
"SPEKORGD - M40” (Німеччина) із швидкістю 0,3 °С за хвилину. На основі 
інтегральних кривих термічної денатурації ДНК було побудовано диференцій- 
ні криві і визначено площу піків диференційних кривих плавлення як описа- 
но у [7]. Із застосуванням оригінальної комп'ютерної програми, було розрахо- 
вано відсоток гіперхромізму ділянок ДНК і ДНП у складі хроматину, які пла- 
вляться у певному діапазоні температур. 

Статистичну обробку результатів проводили загальноприйнятими метода- 
ми варіаційної статистики з урахуванням критерію Стюдента. 


Результати досліджень та їхнє обговорення 


Результати оцінки параметрів термічної денатурації хроматину тимоцитів, 
інкубованих упродовж 1 та 3 год у контролі та після дії радіації або додавання 
пероксиду, представлено на рис. 1. Діапазон температур розбивали на інтерва- 
ли, у яких відбувається плавлення певних ділянок ДНК у складі хроматину: 50 
- 60°С - плавлення дестабілізованої ДНК; 65 - 70°С - плавлення вільної ДНК; 
71-75°С — плавлення лінкерної ДНК, помірно стабілізованої ДНК-нстонови- 
ми контактами; 76-80°С — плавлення корової ДНК нуклеосом; 81-85°С — пла- 
влення нуклеосомної ДНК у сайтах сильної взаємодії з гістонами; 86-96°С — 
плавлення ДНК, стабілізованої структурними негістоновими білками; та роз- 
раховували у відсотках внесок гіперхромізму цих ділянок у сумарний гіперхро- 
мізм ДНК у складі хроматину. 

Характер термоденатурації хроматину, виділеного з контрольних тимоци- 
тів через 1 та 3 год після початку інкубації, є однаковим. Гіперхромізм різних 
ділянок хроматину, виділеного з тимоцитів після дії апоптогенних чинників, 
змінюється порівняно з контролем, виявлені зміни мають різний характер та 
часову залежність. 

Так, параметри термоденатурації хроматину, виділеного через І год після 
дії пероксиду водню, змінюються таким чином: знижується внесок у сумарний 
гіперхромізм ДНК хроматину структур, які відповідають ділянкам лінкерної 
ДНК, помірно стабілізованої через взаємодію з гістонами (інтервал I) та діля- 
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Рис. 1. Розподіл гіперхромізму при термічній денатурації хроматину через 1 (А) ra 3 
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(Б) год інкубації у контролі (а); після додавання пероксиду водню (б) та дії 
радіації (в) в %. 

Виділялися температурні інтервали: 

I — 50-60"С - денатурація дестабілізованої ДНК; 

II — 65-70°С - денатурація вільної ДНК, яка присутня в хроматині в незнач- 
них кількостях; 

Ш = 71-75: С - денатурація лінкерної ДНК, помірно стабілізованої через 
AHK-ricroHoBi взаємодії; 

IV — 76-80"С - денатурація ДНК, зв'язаної з кором; 

V — 81-85 С - денатурація ділянок ДНК з сильними ДНК-гістоновими 
взаємодіями; 

VI — 86-96°С - денатурація ДНК, стабілізованої структурними негістоновими 
білками. 
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нок ДНК у складі гістонового кору (інтервал IV); одночасно зростає гіперхро- 
мізм ділянок ДНК, зв'язаних зі структурними негістоновими білками (інтервал 
МІ). Причиною виявлених змін може бути зниження ступеня експонованості 
лінкерних та корових ділянок ДНК та послаблення взаємодій всередині дво- 
спіральної структури ДНК у ділянках прикріплення петель ДНК до ядерного 
матриксу. Слід відмітити, що структурні перебудови хроматину, які відбулись 
на ранньому етапі після дії H:O., зберігаються упродовж 3-годинної інкубації . 
У цей термін відмічено ще більше зниження внеску ділянок ДНК, зв'язаної 3 
кором, у сумарний гіперхромізм. Такі індуковані дією пероксиду структурні 
перебудови хроматину у цілому можуть спричинити конденсацію хроматину 
всередині ядра. 

Аналіз параметрів термоденатурації хроматину у тимоцитах на ранньому 
етапі після дії радіації дозволяє зробити такі висновки. Під дією як іонізуючої 
радіації, так і пероксиду водню, відбуваються структурні перебудови у однако- 
вих ділянках ДНК у складі хроматину, проте у випадку дії радіації такі струк- 
турні перебудови є більш значними. Так, спостерігається зниження гіперхро- 
мізму у ділянках лінкерної ДНК (інтервал ПІ) та особливо у ділянках ДНК, 
зв'язаної з гістоновим кором (інтервал IV), зростає внесок у сумарний гіпер- 
хромізм ділянок ДНК, що були стабілізовані структурними негістоновими біл- 
ками (інтервал VI). Проте структурні перебудови хроматину, індуковані радіа- 
цією, зачіпають і інші ділянки ДНК у складі хроматину. Перш за все звертає 
на себе увагу зростання внеску у сумарний гіперхромізм ділянок, що плавля- 
ться у інтервалі низьких температур - дестабілізованої ДНК (інтервал Г) та ді- 
лянок вільної ДНК (інтервал П). Очевидно, внаслідок однонитчастих розривів 
ДНК, спричинених прямою дією радіації на хроматин, та активації у відповідь 
системи 505 - репарації відбуваються локальні перебудови структури хромати- 
ну, зокрема, його часткова декомпактизація, необхідна для забезпечення взає- 
модії ферментів репарації з ДНК. 


Таблиця 1 Вміст гістонів різних типів (% загального вмісту) після інкубації 
ядер, виділених з тимоцитів у контролі, після опромінення або додавання Н.О». 


Тип 


гістону 1 год 


| 


H2B 24,0 19,81 22,02 21,5 
16,25 18,49 18,09 21,3 


22,8 
18,5 
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а б B r A 
Рис. 2. Електрофореграма гістонів тимоцитів після 18-годинної інкубації ядер, 
виділених з : контрольних клітин (а); клітин, інкубованих 1 (б) та 3 год (в) 
після дії радіації у дозі 4,5 Гр; клітин , інкубованих 1 (г) та 3 год (д) після 
додавання 0,5 мМ пероксиду водню. 


Структурні порушення хроматину, індуковані іонізуючою раліацією, по- 
глиблюються через 3 год після впливу. У цей термін спостерігається зменшен- 
ня внеску у загальний гіперхромізм ділянок, які плавляться у низькотемпера- 
турному інтервалі. Можливо, що внаслідок часткової репарації ці ділянки 
включаються до складу конденсованого хроматину. Однак поява однониткових 
розривів є достатньою умовою для виникнення апоптичного сигналу, зокрема, 
для ініціації сигнального шляху, залежного від білка p53 (11, 14 ]. Про norm- 
блення структурних порушень хроматину свідчить також значне зростання 
внеску у сумарний гіперхромізм ділянок ДНК, що були стабілізовані взаємо- 
дією зі структурними негістоновими білками (інтервал VI). Таке зростання мо- 
жна пояснити виникненням подвійних розривів ДНК у місцях прикріплення 
ДНК до ядерного матриксу, які є початковою мішенню дії ядерних ендонук- 
леаз. Таким чином, на ранніх етапах після дії іонізуючої радіації у структурі 
хроматину виявляються порушення, які сприяють не лише конденсації хро- 
матину, але й його деградації. 

Отже, важливу роль у ініціації структурних перебудов хроматину тимоци- 
тів після дії досліджуваних чинників відіграють взаємодії ДНК-гістони і /або 
гістон-тістон. Тому наступним завданням було електрофоретичне дослідження 
вмісту гістонів у ядрах тимоцитів на ранніх етапах після дії радіації та перок- 
сиду водню. 

Гістонові білки відіграють першочергову роль в укладанні та підтримці 
структури хроматину. Відомо, що утворення комплексу ДНК з гістонами та ін- 
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шими ядерними білками сприяє захищеності як ДНК від дії ендонуклеаз, так 
і гістонів від дії протеїназ. Проте виникнення розривів ДНК внаслідок дії 
ушкоджуючих факторів може призводити до розкручування суперспіралізова- 
них структур хроматину, збільшення ступеня експонованості гістонів та їхньої 
доступності до дії протеїназ. 

Щоб перевірити це припущення, проводили інкубацію ядер, виділених з 
тимоцитів через | та 3 год інкубації після опромінення, або додавання перок- 
сиду водню протягом 18 год при 37°С. По завершенні інкубації проводили еле- 
ктрофоретичне розділення білків та аналізували вміст гістонів, здійснюючи 
комп'ютерну обробку електрофореграм. За допомогою такого підходу ми ви- 
явили, що за інкубації ядер, виділених з тимоцитів після дії апоптогенних чин- 
ників, вміст корових гістонів порівняно з контролем не змінюється, тоді як гі- 
стону НІ - знижується (рис.2 та табл.1). Після електрофоретичного розділен- 
ня гістонів ядер, виділених з тимоцитів після дії Н.О; спостерігається змен- 
шення вмісту гістону НІ у нижній смужці фракції, тоді як після дії радіації 
зменшується вміст білка в обох субфракціях гістону НІ. Виявлена селектив- 
ність розщеплення гістону НІ вказує на те, що вже через І год після дії дослі- 
джуваних чинників у тимоцитах активується протеїназа, специфічна до гісто- 
ну НІ, або гістон НІ у складі хроматину стає більш доступним до дії протео- 
літичних ферментів. 

Отримані нами результати узгоджуються 3 даними літератури про те, що 
гістон НІ може бути субстратом протеїназ або специфічних каспаз за апопто- 
зу. Так, збільшення активності протеїназ та деградація гістону НІ виявлена у 
фібробластах після індукції апоптозу фактором некрозу пухлин TNF [5]. У яд- 
рах тимусу щурів виявлені зв'язані з гістонами протеїнази, які проявляють спе- 
цифічність до гістонів H2A, Н2В i Hl i активуються після у-опроміненням 
тварин. Специфічна до гістону НІ протеіназа виявлена у складі ядерного ма- 
триксу. Активність цього ферменту зростала у присутності деградованої ДНК, 
зокрема ДНК, опроміненої гамма-променями чи обробленої ДНК-азами. Вин- 
икнення пошкоджень ДНК, які призводять до її часткової денатурації, може 
бути сигналом для активації цієї протеїнази [2]. Показано, що протеази 
мітохондріальної фракції, на відміну від ядерних протеаз, зв'язаних з гістонами 
мають здатність розщеплювати гістон НІ в складі сумарних гістонів у відсутно- 
сті ДНК [3]. 

Таким чином на ранніх етапах індукованого радіацією та пероксидом во- 
дню апоптозу тимоцитів відбувається активація механізмів, які призводять до 
селективного зменшення вмісту гістону НІ у ядрі. 


Висновки 


Таким чином, аналіз характеру термічної денатурації хроматину тимоцитів 
дозволяє виявити структурні порушення хроматину на ранньому етапі після дії 
іонізуючої радіації та пероксиду водню порівняно з контролем. Так, після дії 
обох чинників спостерігається зниження вмісту ділянок хроматину, темпера- 
тура плавлення яких відповідає денатурації лінкерної ДНК, зв'язаної з гісто- 
ном НІ, а також ДНК, зв'язаної з гістоновим кором, та одночасне зростання 
вмісту ділянок ДНК, що була стабілізована структурними негістоновими біл- 
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ками. Ці структурні порушення хроматину можуть бути пов'язані з морфоло- 
гічною конденсацією хроматину внаслідок послаблення зв'язків ДНК зі стру- 
ктурними білками ядерного матриксу та невпорядкованої крупномасштабної 
фрагментації ДНК, яка передує міжнуклеосомній. Виникнення структурних 
порушень хроматину у випадку дії пероксиду водню на клітини може поясню- 
ватись опосередкованою дією активних форм кисню, вміст яких зростає внас- 
лідок порушення антиоксидантно-прооксидантної рівноваги. Припускають, 
що до такого механізму дії залучені мітохондрії як первинна мішень дії АФК і 
як основне місце продукції АФК та вивільнення проапоптичних факторів [6]. 

Неметаболічне утворення АФК вздовж треків іонізації має місце і у випад- 
ку радіаційного вливу на клітини. Аналіз характеру термічної денатурації хро- 
матину, виділеного з опромінених тимоцитів, виявив більш значні порушення 
структури хроматину, ніж у клітинах, підданих дії Н.О». Зокрема, спостерігає- 
ться значне підвищення гіперхромізму у низькотемпературній зоні, що свід- 
чить про збільшення у хроматині кількості ділянок вільної ДНК. Це може бу- 
ти пов'язано з необхідністю репарації розривів ДНК, які виникають у ланцю- 
гах внаслідок прямої дії радіації, та транскрипційною активацією генетично 
детермінованої програми апоптозу. 

Виявлене електрофоретично зниження вмісту гістону НІ у хроматині за 
умови тривалої інкубації ядер, виділених з тимоцитів, підданих дії радіації або 
пероксиду водню дозволяє припустити, що структурні перебудови хроматину 
на ранніх етапах апоптозу залежать від ступеня експонованості гістону НІ та 
його доступності до дії специфічних протеїназ. 


ДОСЛІДЖЕННЯ СТРУКТУРНОГО СТАНУ ХРОМАТИНУ У ТИМОЦИТАХ ПІСЛЯ 
ДІЇ РАДІАЦІЇ ТА ПЕРОКСИДУ ВОДНЮ IN VITRO 


ІЛ. ГРИНЮК, В.М. ЧАБАННИЙ, О.П. МАТИШЕВСЬКА, М.Є. КУЧЕРЕНКО 


Аналіз характеру термічної денатурації хроматину тимоцитів дозволяє виявити 
структурні порушення хроматину на ранньому етапі після дії іонізуючої радіації та пе- 
роксиду водню порівняно з контролем. Після дії обох чинників спостерігається зни- 
ження вмісту ділянок хроматину, температура плавлення яких відповідає денатурації 
лінкерної ДНК, зв'язаної з гістоном НІ, а також ДНК, зв'язаної з гістоновим кором, 
та одночасне зростання вмісту ділянок ДНК, що була стабілізована структурними не- 
гістоновими білками. У хроматині опромінених клітин збільшується кількість ділянок 
вільної ДНК, на що вказує значне підвищення гіперхромізму у низькотемпературній 
зоні. 


ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРНОГО СОСТОЯНИЯ ХРОМАТИНА В ТИМОЦИТАХ 
ПОСЛЕ ДЕЙСТВИЯ РАДИАЦИИ И ПЕРОКСИДА ВОДОРОДА ІХ УТКО 


И.И. ГРИНЮК, В.Н. ЧАБАННЫЙ, О.П. МАТИШЕВСКАЯ, Н.Е. КУЧЕРЕНКО 


Анализ характера термической денатурации хроматина тимоцитов позволяет 
выявить структурные изменения хроматина на раннем этапе (через 1 час) после 
действия ионизирующей радиации и перекиси водорода по сравнению с контролем. 
После действия этих факторов наблюдается снижение количества участков хроматина, 
температура плавления которых соответствует денатурации линкерной ДНК, 
связанной с гистоном НІ, а также ДНК, связанной с гистоновым кором, и 
одновременное повышение количества участков ДНК, которая была стабилизирована 
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структурными негистоновыми белками. В хроматине облученных клеток 
увеличивается содержание участков свободной ДНК, о чем свидетельствует усиление 
гиперхромизма в низкотемпературной области. 
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POSSIBLE MECHANISMS OF THE DNA DOUBLE-CHAIN 
SCISSIONS IN CELLS EXPOSED TO X-RAY RADIATION OR 
GAMMA-RADIATION 
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Abstract: In the paper the possibilities of double-chain scissions from the single- 
chain ones and the small length's gaps were analysed. The quantitative assess- 
ments of the probability of their formation were obtained. The possible role of the 
single-chain largeness gaps in the formation of double-chain scissions was dis- 
cussed . The impliable dependence between the number of double-chain scissions 
and X-radiation or gamma-radiation was also obtained. 


Key words: double-chain scissions, single-chain gaps, X-radiation, gamma-radiation. 
Вступление 


Вопрос о механизмах образования двунитевых разрывов (ДР) ДНК при 
обучении клеток фотонными ионизирующими излучениями (рентгеновским 
или гамма- излучениями) остается на сегодня не вполне выясненным. Чаще 
всего встречается мнение [1,2,3] о том, что образование ДР связано главным 
образом не с независимым образованием однонитевых повреждений (ОП) 
ДНК в комплементарных нитях, которые в случае оппозитного или близкого 
расположения в ДНК могут трансформироваться в ДР, а с образованием по- 
вреждений обеих нитей, связанных с поглощением одного и того же фотона. 
Точнее, предполагается, что в области первичного акта поглощения фотона за 


счет вторичных процессов (образование Ó -электронов и Оже-злектронов) по- 
является такое количество свободных радикалов, которые обеспечивают высо- 
кую вероятность повреждения двух оппозитных или близко расположенных 
нуклеотидов в комплементарных нитях. В пользу такого механизма образова- 
ния ДР приводятся обычно два аргумента. Во-первых, считается, что вероят- 
ность независимого повреждения свободными радикалами, возникающими в 
результате поглощения различных фотонов, двух близко расположенных в оп- 
позитных цепях нуклеотидов пренебрежимо мала. Во-вторых, ряд источников 
[2,4] указывает на то, что количество образующихся ДР линейно зависит от 
дозы излучения, в то время, как вероятность образование ДР вследствие слу- 
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чайного совпадения двух независимо возникших ОП должна быть пропорци- 
ональна квадрату дозы. Если говорить о первом аргументе, то нам в литерату- 
ре не встречались корректные оценки вероятности образования повреждений 
близко расположенных нуклеотидов в оппозитных нитях за счет свободных ра- 
дикалов, возникающих вследствие одного акта поглощения фотона. Поэтому 
мнение о том, что эти вероятности существенно больше, чем вероятности об- 
разования ДР за счет радикалов, появившихся при поглощении разных фото- 
нов, недостаточно обосновано. Если говорить о втором аргументе, то и здесь 
все не так просто. Во-первых, некоторые авторы [4] указывают на то, что за- 
висимость числа ДР от дозы излучения не является линейной, а подчиняется 
степенной зависимости с показателем степени 1,2. Во-вторых, известно, что 
для водных растворов ДНК зависимость числа ДР от дозы излучения являет- 
ся квадратичной, и совершенно непонятно, почему в живой клетке значимость 
процессов образования ДР по однофотонному механизму может быть значи- 
тельно большей, чем в растворах ДНК. 

Таким образом, вопрос о значимых механизмах образования ДР в клетках 
вряд ли можно считать решенным. Этим определяется актуальность математи- 
ческого моделирования процессов образования ДР при различных предполо- 
жениях о механизмах этих процессов с целью получения количественных оце- 
нок вероятности образования ДР для каждого из этих предположений. 

В настоящей работе сделана попытка получить оценки вероятностей обра- 
зования ДР при различных механизмах этого процесса. При этом будут рас- 
смотрены только те механизмы, которые предполагают, что двунитевые разры- 
вы возникают вследствие наложения или близкого расположения однонитевых 
повреждений оппозитных нитей ДНК, каждое из которых образуется вследст- 
вие поглощения отдельного фотона. 

Прежде всего обсудим, какие однонитевые повреждения могут участвовать 
в образовании ДР. Исходя из литературных данных это могут быть одноните- 
вые разрывы (ОР), репарируемые лигазами по механизмам сверхбыстрой ре- 
парации [1,3,5], и однонитевые бреши (ОБ) [4,5]. Считается [4, 5], что ОБ 
главным образом образуются как промежуточный этап эксцизионной репара- 
ции некоторых однонитевых повреждений ДНК. При этом ОБ могут иметь 
различную длину. Так, в [5] указывается, что под действием фосфодиэстеразы 
образуются однонуклеотидные бреши, а под действием эксинуклеазы — более 
протяженные бреши. В частности, в ДНК бактерий длина таких брешей рав- 
на 12 нуклеотидам, a в ДНК клеток млекопитающих — 29 нуклеотидов. 

В литературе [3,5] встречаются сообщения о том, что могут образовывать- 
ся бреши больших размеров (ОББР) — в сотни и тысячи нуклеотидов. Вместе 
с тем вопрос о механизмах образования таких брешей вряд ли можно считать 
выясненным в достаточной степени. 


Результаты работы 


В связи с вышесказанным дальнейшее изложение будет включать анализ 
возможности и количественные оценки вероятности образования ДР из ОРи 
ОБ небольшой длины. Затем будет обсуждена возможная роль ОБ большой 
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длины в образовании ДР и возможный вид зависимости числа ДР от дозы при 
таком механизме образования двунитевых разрывов ДНК. 

Вопрос о количестве прямых ДР, образующихся из ОР, рассмотрен в на- 
шей работе [6]. Учитывая, что в основу дальнейших расчетов в этой работе по- 
ложены модельные предположения и некоторые результаты работы [6], крат- 
ко остановимся на них. Мы исходили из того, что при облучении рентгенов- 
ским и гамма-излучением повреждаются в основном активно транскрибируе- 
мые участки ДНК клетки (см., например, [7]), что составляет примерно от 1% 
до 10% всей ДНК клетки, т.е. суммарная длина повреждаемых участков со- 
ставляет 3-107 — 3-10? пар нуклеотидов. Производился расчет среднего на клет- 


ку числа ДР ( і) в зависимости от числа ОР (п) при различных значениях сум- 
марной длины (№) активно транскрибируемых последовательностей. Была по- 


лучена формула 


4М (1) 


из которой следует, что при п = 1000 (по данным различных источников 
(1, 2] в клетках эукариот при дозе излучения D = 1 Гр образуется порядка 1000 
ОР) среднее число прямых разрывов на клетку составляет величину 
і 28.10 - 8-103. Учитывая, что при указанных дозах литературные данные да- 
ют оценку среднего числа ДР на клетку порядка 20 — 100, ясно, что вклад пря- 
мых ДР, образующихся из ОР, в общее число ДР в клетке пренебрежимо мал. 

Рассмотрим теперь расчет количества косых ДР, образующихся из ОР. 
Формула определения их количества должна зависеть, во-первых, от макси- 
мального расстояния между однонитевыми разрывами в комплементарных ни- 
тях ДНК, при котором возможно образование косого разрыва, и, во-вторых, 
от вероятностей трансформации таких однонитевых разрывов в двунитевые. 
Пусть І, - вышеупомянутое расстояние между ОР (в парах нуклеотидов). Ес- 
ли пренебречь вероятностью того, что одновременно два ОР в одной нити ока- 
жутся на расстоянии, меньшем или равном І, от ОР в оппозитной нити (мож- 
но показать, что она пренебрежимо мала), то несколько завышенная оценка 


среднего на клетку числа косых ДР ( j) может быть вычислена по формуле 
L 
п'-У Р, 
Руз kzl 
i- 
23 
где Р, - вероятность трансформации в косой ДР двух ОР, расстояние меж- 


ду которыми равно К пар нуклеотидов. Если принять Р = 1 для всех К, что, по- 


нятно, дает завышенную оценку величины 1, то і -21,і. Поскольку энергия фо- 
сфодиэфирной связи в молекуле ДНК приблизительно в 10 раз больше, чем 
средняя энергия связи между оппозитными нуклеотидами в комплементарных 
нитях, можно сделать вывод о том, что І, < 10. Тогда явно завышенная оцен- 
ка іимеет вид: {= 0,016 — 0,16 косых двунитевых разрывов на клетку. Таким 
образом, и в этом случае получается величина значительно меньшая, чем чис- 
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ло ДР по литературным данным, т.е. и вклад косых ДР, образующихся из ОР, 
в общее число ДР не является значимым. 

Рассматривая возможность образования ДР в результате наложения или 
близкого расположения в оппозитных нитях двух ОБ, необходимо, прежде все- 
го, выяснить, могут ли процессы эксцизионной репарации, являющиеся, как 
указывалось, основной причиной образования ОБ размером 1-29 нуклеотидов, 
происходить одновременно в участках двух комплементарных нитей, располо- 
женных близко друг к другу. Так, авторы [4] считают, что на значительных 
участках хромосом не может одновременно происходить более одного акта ре- 
парации. Если это действительно так, то наложение ОБ, возникающих при 
эксцизионной репарации вообще невозможно. Если, все-таки, оно возможно, 


то среднее количество ДР на клетку (i), возникающих вследствие наложения 
или близкого расположения ОБ в оппозитных нитях может быть рассчитано 
по формуле 
2 
nj; QL-2L, +1) 
QE 
4m 
где n, - среднее количество Ob на клетку, Г. — длина ОБ. Принимая n, = 
400, L, = 29 и пренебрегая вероятностью наложения брешей в одной нити, т.е. 


идя на явно завышенную оценку і, получим, что значение і, составляет вели- 
чину 0,1 — 1. Ясно, что и эта величина меныше литературных данных о числе 
ДР более, чем на порядок. 


И, наконец, оценим среднее количество ДР (i), которые могут образовы- 
ваться в результате того, что в одной из цепей ДНК образуется ОР напротив 
ОБ в оппозитной нити или на небольшом расстоянии от нее. Легко показать, 


что величина 1, может быть вычислена по формуле 


" E k Г 1-к2т- І, (пі - К)- | 
зро uw (2m - ј+1)ј u- деко іні 


Вычисления по приведенной формуле при т=3. 10 и m-3.10' дают следу- 
ющий диапазон изменения среднего количества ДР на клетку в рассматрива- 
емом случае: і, - 0.02 + 0.246 

Таким образом, даже явно завышенное суммарное по всем рассмотренным 
механизмам образования число двунитевых разрывов ДНК значимо меньше, 
чем то, которое наблюдается в эксперименте. Кроме того, учитывая, что вели- 
чины п и п, пропорциональны дозе излучения, все рассмотренные выражения 
для среднего числа ДР дают квадратичные зависимости этого числа от дозы, 
что, как указывалось, не соответствует экспериментальным данным. 

К сожалению, нам не встречались в литературе оценки количества ОББР, 
образующихся в клетке, в зависимости от дозы излучения. Учитывая, что эти 
бреши имеют большую длину, вероятность образования какого-либо однони- 
тевого повреждения в нити, являющейся оппозитной по отношению к нити с 
ОББР, при тех дозах излучения, при которых наблюдается репродуктивная ги- 
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бель клеток, должна быть достаточно высокой, вследствие чего число ОББР 
должно быть величиной по порядку равной числу ДР, но, видимо, превосхо- 
дящей это число. Таким образом, число ОББР должно быть порядка сотни или 
нескольких сотен. Если справедливо наше предположение о связи процесса 
образования ОББР с процессом транскрипции, то число ОББР должно, во- 
первых, зависеть от активности процесса транскрипции в клетке и, во-вторых, 
быть величиной, по порядку равной количеству генов, транскрибируемых во 
время или сразу после облучения, но меньшей, чем это количество. 

В случае принятия предположения о значимости вклада ОББР в процесс 
образования ДР зависимость той части двунитевых разрывов ДНК, которая 
возникает в связи с указанным процессом, от дозы излучения должна иметь 
достаточно сложный вид. При малых дозах, когда число ОББР невелико, и ве- 
роятность повреждения оппозитной нити на участке ОББР существенно мень- 
ше единицы, и число брешей большого размера, и число однонитевых повреж- 
дений оппозитной нити, приводящих к трансформации ОББР в ДР должны 
быть пропорциональны дозе и, следовательно, число ДР, образующихся из 
ОББР, должно быть пропорционально квалрату дозы. Затем с возрастанием 
дозы число образовавшихся ОББР должно приближаться к максимально воз- 
можному их числу, т.е. должен наблюдаться эффект насыщения, и сама зави- 
симость числа ОББР от дозы должна быть монотонно возрастающей функци- 
ей, выпуклой вверх и стремящейся к горизонтальной асимптоте. Вероятность 
же образования ОП в оппозитной цепи на участке ОББР должна с 
возрастанием дозы приближаться к единице, а при большой дозе излучения 
мало от нее завися. В результате зависимость от дозы числа ДР, образующих- 
ся по описанному механизму, при увеличении дозы должна превращаться из 
функции, выпуклой вниз на начальном участке (при малых дозах), в функцию, 
выпуклую вверх (при больших дозах), имея между этими участками форму, 
близкую к линейной. 


Выводы 


1. Предположение о значимой роли однонитевых брешей большого раз- 
мера в процессе образования двунитевых разрывов ДНК клетки позволяет 
объяснить дозовую зависимость ДР без предположения об однофотонном ме- 
ханизме образования таких разрывов. 

2. Построение математической модели процесса образования одноните- 
вых брешей большого размера в зависимости от дозы излучения может обус- 
ловить серьезный пересмотр существующих взглядов на вопрос о доминирую- 
щих механизмах образования двунитевых разрывов ДНК в клетке под дейст- 
вием рентгеновского или гамма-излучений. 
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ПРО МОЖЛИВІ МЕХАНІЗМИ УТВОРЕННЯ ДВОНИТКОВИХ РОЗРИВІВ ДНК 
КЛІТИН ПРИ ОПРОМІНЕННІ ЇХ РЕНТГЕНІВСЬКИМ 
АБО ГАММА-ВИПРОМІНЮВАННЯМИ 


В.Г. КНІГАВКО, О.П. МЕЩЕРЯКОВА 


У роботі проаналізовані можливості і зроблені кількісні оцінки імовірності ут- 
ворення двониткових розривів з однониткових розривів і однониткових прогалин не- 
великої довжини. З'ясовустся можлива роль однониткових прогалин великих розмірів 
в утворенні двониткових розривів і можливий вид залежності числа двониткових роз- 
ривів від дози при такому механізмі утворення двониткових розривів ДНК при оп- 
роміненні рентгенівським або гамма-випромінюваннями. 


О ВОЗМОЖНЫХ МЕХАНИЗМАХ ОБРАЗОВАНИЯ ДВУНИТЕВЫХ РАЗРЫВОВ 
ДНК КЛЕТОК ПРИ ОБЛУЧЕНИИ ИХ РЕНТГЕНОВСКИМ 
ИЛИ ГАММА-ИЗЛУЧЕНИЯМИ 


В.Г. КНИГАВКО, О.П. МЕЩЕРЯКОВА 


В настоящей работе проанализированы возможности и сделаны количествен- 
ные оценки вероятности образования двунитевых разрывов из однонитевых разрывов 
и однонитевых брешей небольшой длины. Обсуждается возможная роль однонитевых 
брешей больших размеров в образовании двунитевых разрывов и возможный вид за- 
висимости числа двунитевых разрывов от дозы при таком механизме образования дву- 
нитевых разрывов ДНК при облучении рентгеновским или гамма-излучениями. 
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ОТРИМАННЯ ХАРАКТЕРИСТИКИ “СИЛА-ТРИВАЛІСТЬ” 
НА ОСНОВІ ЧАСТОТНОВИБІРНОЇ МОДЕЛІ ПРОЦЕСУ 
ЗБУДЖЕННЯ НЕИРОНУ 


Ю.М. РОМАНИШИН,, А.А. СМЕРДОВ? 
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OBTAINING OF *STRENGTH-DURATION" CURVE 
ON THE BASIS OF FREQUENCY SELECTIVE MODEL 
OF NEURON EXCITATION PROCESS 


YU.M. ROMANYSHYN!, А.А. SMERDOV? 


Чуїу Polytechnic National University 
?Poltava State Agrarian Academy 


Abstract. The obtaining of electrophysiological "strength-duration" curve on the 
basis of frequency selective model of excitation process and energy threshold cri- 
teria of excitation is considered. The analysis of energy peculiarities of rectangle 
impulse of threshold excitation with the amplitude and time duration connected 
by functional depending "strength-duration" is worked out. 


i : ) а-тривалість", частотно- 
Ключові слова: збудження, характеристика "сила-три y H 
вибірна модель, енергетичний поріг 


Постановка задачі 


Однією з актуальних біофізичних задач є задача дослідження процесів збу- 
дження (активації) нейронних структур при дії на них електричних імпульсів 
та побудови на основі цього моделі як окремого нейрона чи нервового волок- 
на, так і нейронної мережі в цілому, а також визначення умов збудження еле- 
ментів структури та зв'язку цих умов з параметрами моделі. Ці процеси зви- 
чайно досліджуються на основі побудови (при певних припущеннях) та 
розв'язання системи нелінійних диференціальних рівнянь для носіїв зарядів, 
потенціалів та густин струму (модель Ходжкіна-Хакслі). При цьому необхідно 
встановити взаємозв'язок між деякими експериментальними даними та ре- 
зультатами, отримуваними на основі побудованої моделі. До таких експери- 
ментальних даних належить, зокрема, форма нервового імпульсу та швидкість 
його поширення вздовж нервового волокна, характеристика “сила-тривалість” 
та ін. Аналіз особливостей останньої є предметом дослідження в даній статті. 


Мета роботи 


Експериментальна електрофізіологічна характеристика "сила-тривалість" 
встановлює взаємозв'язок між амплітудою та тривалістю імпульсу струму (або 
відповідної йому напруги) прямокутної форми, що викликає порогове збуд- 
ження нервового волокна. Експериментальна характеристика "сила-три- 
валість" відома давно, її опис та окремі апроксимації можна знайти як в на- 
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укових монографіях, так і навчальних посібниках електрофізіологічного 
профілю, наприклад, [1-3]. Крім того, в ряді робіт розглядалися питання ефек- 
тивності стимулів різної форми, не лише прямокутної, тобто розглядалися ана- 
логічні характеристики “сила-тривалість” для різних форм імпульсів — трикут- 
ної, експоненціальної та ін. В [4] наведені алгоритм та результати розв'язання 
системи рівнянь Ходжкіна-Хакслі чисельним методом, на основі чого побудо- 
вана крива "сила-тривалість". 

Однак у вказаних працях відсутній аналіз цих характеристик з позицій, які 
би базувалися на спектральних властивостях вхідних імпульсів та відповідних 
частотних властивостях нейрона, а також були б зв'язані з перетворенням 
вхідних імпульсів та енергетичним порогом збудження. Різні порогові значен- 
ня амплітуди імпульсів збудження при різній їх формі означають, що в процесі 
збудження суттєву роль відіграють перехідні процеси, тобто процесу збуджен- 
ня властива інерційність, яка враховується частотнозалежним елементом в мо- 
делі — смугопропускним фільтром. 

Метою даної статті є узагальнення відомих часткових апроксимацій елек- 
трофізіологічної характеристики “сила-тривалість” між амплітудою та три- 
валістю прямокутного імпульсу порогового збудження нейрона, а також вста- 
новлення відповідності цих апроксимацій частотновибірній моделі процесу 
збудження, побудованій на використанні енергетичного критерію збудження. 


Отримання аналітичного виразу для характеристики “сила-тривалість” 


Для математичної апроксимації цієї характеристики використовуються 
різні співвідношення, серед яких можна виділити гіперболічну [3]: 


U =U (l+ то) 

узагальнену гіперболічну (степеневу) [3]: 

U =U I *(1;/0"] а>0 

та експоненціально-гіперболічну [5] залежності: 
U =0,1- exp(7t/ то! б 


де U - порогова амплітуда імпульсу прямокутної форми; т - тривалість 
імпульсу; Up - реобаза; т, - хронаксія. 


limU (т) = oo limU (т) =0, ; е 
Очевидно, що тэо Та тэх для всіх апроксимацій. На- 


явність різних апроксимаційних залежностей свідчить про відсутність загаль- 
ноприйнятого принципу побудови характеристик “сила-тривалість”, а також 
може означати, що одним типам нервових волокон можуть краще відповідати 
одні співвідношення (наприклад, гіперболічне), а іншим типам - інші залеж- 
ності. 

Нижче для побудови характеристики “сила-тривалість” використовується 
побудована в [6] частотновибірна модель процесу порогового збудження, до 


(1) 


Q) 
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складу якої входить смуговий фільтр, що моделює частотновибірні властивості 

процесу. Цей смуговий фільтр був апроксимований в [6] фільтром другого по- 

рядку з комплексним коефіцієнтом передачі за напругою у вигляді: 

; jT 

К e A— — 17 — —— 

Пот * D)(j ov, * D;) (4) 
де D, D, Tọ- параметри, які визначають центральну частоту та ширину 

смуги пропускання фільтра; А - параметр, який визначає амплітуду ко- 

ефіцієнта передачі; о - колова частота. 

Нелінійним елементом моделі є пороговий за енергією елемент, тобто 
вхідні прямокутні імпульси з амплітудою та тривалістю, що відповідають точ- 
кам порогової кривої "сила-тривалість", після проходження лінійного смуго- 
вого фільтра будуть мати однакову енергію. Вираз (4) та цей енергетичний 
критерій однозначно визначають вид характеристики “сила-тривалість”. 

Сигнал у формі прямокутного імпульсу на вході смугового фільтра має 
ВИД: 

à) i t є | -г/2;т/2) 

и = 

0 —/2;1/2 
Спектральна густина вхідного сигналу: 
sinc /2 
от /2 (6) 
Спектральна густина сигналу на виході смугового фільтра: 
2jAU т, зіпот/2 
(jo, * D)(j er, * D;) 


S,(J9) =0От 


$,00) - SG e)K(jo) = 


Питома енергія вихідного сигналу: 


› OT 1 


Е, = ZÍ -Go [tos faUa asin ИЕ ас 
ZAU To А 
л ото) + рот) +D] 


I erp 
ото) +22 отр) 
(8) 
Використовуючи формули [7] для визначення цих означених інтегралів, 
отримаємо: 
Е _ А 
| рр. =D) 


За умовою постійності енергетичного порогу: 


[D (1 - exp(-D з/т )) - D {1-ехр(-О р/т DI 
(9) 
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E, = = 
5 = С т, = const (10) 


для значень U та t, що належать характеристиці “сила-тривалість”. 
Звідси крива "сила-тривалість" буде описуватися виразом: 


Е CD,D,(D; -D;) 
А V[D,(1 - exp(-D г /7,)) - р - exp(-D рт) ji 

Позначивши: 
limU = 2 ср. *D,)-U, 
T—00 A (12) 
отримаємо: 

| р-р, 
0 -U, ея А. 

р, - exp( -D 7 /7,)) - D ‚1 -ехр( Р z/1 )) (13) 


Отримане співвідношення (13) будемо називати узагальненою експо- 
ненціально-гіперболічною характеристикою “сила-тривалість”. Представимо 
залежність (13) в нормованому вигляді. Для цього введемо нормовані величи- 
ни: х= Р,т/т, ; у= В), / », Тоді рівняння характеристики буде мати ви- 
ГЛЯД: 

ЖЕ ЛД e оо ela 

{5 [1 - exp(-x)] - [1 - ехр(-ху )] m 


Визначимо деякі особливості цієї характеристики та співставимо й з вико- 
ристовуваними виразами (1) - (3). Очевидно, що формула (13) є симетрич- 
ною щодо значень D, та D», тобто при заміні D, на D, і навпаки значення U не 
змінюється. У зв'язку з цим можна розглядати лише значення D, > D, (521). 

Визначимо характер залежності (14) при X > 0: 


gr A БОНЧО к EIS 
"Ууп-(-х -x?/2«o(x?)]-[1 -(1 -xy +(ху) 2/2 +о(х 3)] 


ый Е 
У ух? +о(х 2) (15) 


2 
: О 
lim 903 0 
де x20 x^ 
Звідси отримуємо гіперболічний характер залежності (14) при малих зна- 
риму 
ченнях Х: 
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Ta E 
~N 0 заза 
: dp (16) 


При у=2 (D,=2D,) зі співвідношення (14) отримаємо: 


U =U, а =U HE 2560 
] - 2exp(-x) + exp( -2x) 1 -exp(-x) 


що відповідає експоненціально-гіперболічній залежності (3). 


(17) 


Оскільки залежність (14) була отримана при умові, що yzl (D&D), отри- 
маємо характеристику при Y "7" І ( д=у-1 0 У: 


U |, Uim — — — 
у 55015 – (1-- 6)ехр(-х ) +ехр(-х(1+6)) 


б 
6[1-(+х)ехр(-х)] ]-o(8) | о EEE x) (18) 


На рис. 1 зображені характеристики "сила-тривалість" для гіперболічної 


-У т 


залежності (крива 1) та сімейство характеристик за формулами (14) та (18): при 
у=1 (крива 2), у=2 (крива 3) та у=5 (крива 4). На цих графіках нанесені точ- 
ки (символи * ), перераховані 3 експериментальних значень кривої “сила-три- 
валість", наведених в [8]. Перерахунок здійснювався масштабуванням 
відповідних значень за часовою шкалою та за амплітудними значеннями (мас- 


U/U 
Ege e 
40-2 
30 13 
4 An 
e 
203 AK. 
E 
ча оо 
1,0 4 === LJ 
x 
0,0 T T T 1 


Рис. 1. Гіперболічна (крива 1), сімейство узагальнених експоненціально-гіперболічних 
залежностей (криві 2-4) "сила-тривалість" та експериментальні значення 
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штабуючий множник для часу дорівнює 8 сек-1, а масштабуючий множник для 
амплітуди — 3,3510347). На основі співставлення наведених кривих та експе- 
риментальних значень можна зробити висновок, що крутизна спадання експе- 
риментальних значень при зростанні Х вища, ніж у гіперболічної характери- 
стики, і Характер їх зміни ближчий до узагальненої експоненшально-гшер- 
болічної залежності. 


Енергетичний аналіз імпульсів порогового збудження 


Підтримуючи постійний рівень енергії на виході смугового фільтра, вхідні 
сигнали у вигляді прямокутних імпульсів, амплітуди та тривалості яких 
зв'язані рівнянням Характеристики "сила-тривалість", відрізняються за 
енергією. Оскільки при аналізі функціонування елементів живих систем важ- 
ливим є критерій мінімуму енергії, яка при цьому витрачається, визначимо, 
при яких умовах вхідний імпульс на кривій "сила-тривалість" має мінімум пи- 
томої енергії. 

Для узагальненої гіперболічної апроксимації (2) нормована 

(при х=т/т,) питома енергія має вид: 

E =U °x =U ах ")xsUJ/(x-2x "e x**) 


(19) 
Визначимо умову наявності екстремуму (по відношенню до Х) енергії: 
Е 
= up +21-а)х *-(1-2a)x 2)20 
X 
Q0) 
Звідси отримуємо рівняння: 
l-(1-a)x ^- tax" | (21) 
При знаку *-* отримаємо: 
Ix зб (2) 


Де рівняння не мае розв'язків. При знаку “+” рівняння (21) набуває ви- 
гляду: 

I-(1-2a0)x * 20 (23) 

Очевидно, що це рівняння має єдиний розв'язок по відношенню до X 
(тобто існує оптимальна тривалість прямокутного імпульсу) лише при 00,5: 


1/ 
х= (20-1) 7 (24) 
При Q=] (гіперболічна залежність) отримаємо: X=] (T=T,), тобто три- 

валість оптимального за енергією прямокутного імпульсу дорівнює хронаксй. 


При € — 9? має місце таке саме співвідношення: 
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In(2a — D. 


! / у 2 

lim (2a —1)* = exp lim exp lim =] 

ао а 00 a 20 — ] (25) 
Визначимо екстремальні властивості енергії прямокутного імпульсу, 

амплітуда та тривалість якого зв'язані характеристикою “сила-тривалість” ви- 

x= D,T/ To 


ду (14). Нормована (при ) питома енергія сигналу: 


E =U 2х =U Eo. cms o. 
"у -1- y exp(-x) +ехр(-ху ) l (26) 


Характер цієї залежності від X npu X—> 0; 


limE =U d RUE E n 
x30 жабу -1-УПох +x?/2+0(x°)]+1-xy +x у ?/2*0(x У 


=U? lim—“—— =% 
x3 xy +0(x) . (27) 


Характер залежності при X 2 20: 

lim E = 00 lim x=% 

X—00 хо (28) 

Зі співвідношень (27) та (28) випливає, що енергія Е має мінімум щодо 
змінної х при будь-якому значенні параметра у. На рис. 2 зображені графіки 
залежності нормованої питомої енергії сигналів для гіперболічної (крива 1) та 


2 
то „В/Ч 
2 
6,0 4 ue 
і 
50 4, V ns 
-— 
N x m i 
4,0 4 X P a 
3 \ Si p 
203 .'X D 
СОИ 574 
2044. . 
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0,0 zT T T T T 1 


Рис. 2. Залежність енергії прямокутного імпульсу від нормованої тривалості Ha кривих 
“сила-тривалість” 
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узагальненої експоненціально-гіперболічної (14) та (18) характеристик ( у- 1 — 
крива 2; у-2 — крива 3; у=5 — крива 4) від нормованої тривалості імпульсів. 
Чим більший параметр у , тим при менших значеннях х отримується мінімум 
і тим менша його нормована величина. При великих значеннях х залежність 
енергії наближається до лінійної, як це випливає зі співвідношення (28), при- 
чому для гіперболічної залежності ця лінія зміщена на 2 в сторону більших 
значень енергії. 


Висновки 


На основі наведених результатів можна зробити висновок, що характери- 
стика "сила-тривалість" процесу збудження нейрона, отримана на основі час- 
тотновибірної моделі, узгоджується з експериментальними даними. Ця харак- 
теристика узагальнює відомі апроксимації, тобто при зміні співвідношення 
між параметрами фільтра та тривалістю імпульсу можна звести отримане 
співвідношення до відомих або близьких до них. 


ОТРИМАННЯ ХАРАКТЕРИСТИКИ “СИЛА-ТРИВАЛІСТЬ” НА ОСНОВІ 
ЧАСТОТНОВИБІРНОЇ МОДЕЛІ ПРОЦЕСУ ЗБУДЖЕННЯ НЕЙРОНУ 


Ю.М. РОМАНИШИН, А.А. СМЕРДОВ 


Розглянута задача отримання слектрофізіологічної характеристики "сила-три- 
валість" на основі частотновибірної моделі процесу збудження нервового волокна та 
критерію енергетичного порогу збудження. Проведений аналіз енергетичних особли- 
востей прямокутного імпульсу порогового збудження, амплітуда та тривалість якого 
зв'язані залежністю "сила-тривалість". 


ПОЛУЧЕНИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ “СИЛА-ДЛИТЕЛЬНОСТЬ” НА ОСНОВЕ 
ЧАСТОТНОИЗБИРАТЕЛЬНОЙ МОДЕЛИ ПРОЦЕССА ВОЗБУЖДЕНИЯ НЕЙРОНА 


Ю.М. РОМАНИШИН, А.А. СМЕРДОВ 


Рассмотрена задача получения электрофизиологической характеристики “си- 
ла-длительность” на основе частотноизбирательной модели процесса возбуждения 
нервного волокна и критерия энергетического порога возбуждения. Проведен анализ 
энергетических особенностей прямоугольного импульса порогового возбуждения, 
амплитуда и длительность которого связаны зависимостью “сила-длительность”. 
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INVESTIGATION OF INTRAMOLECULAR DYNAMICS ОЕ 
CYTOKINE-LIKE C-TERMINAL MODULE OF MAMMALIAN 
TYROSYL-TRNA SYNTHETASE BY METHOD 

OF MOLECLAR DYNAMICS 
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150, Akademika Zabolotnogo St., Kiev, 03143, Ukraine 


Abstract. A comparative molecular dynamics simulation of crystallographic C-ter- 
minal module of human tyrosyl-tRNA synthetase and the model of bovine tyro- 
Syl-tRNA synthetase C-module is represented. The obtained data were compared 
with Ca-atoms fluctuations derived from crystallographic B-factors. A good cor- 
relation between the model and the experimental structure dynamics as well as 
with Ca-atoms motion in crystal was observed. Val86-Lys92 loop, which takes 
part in the tRNA interaction, has the most mobility. The behavior of Pro6-Ser18 
residues, which putatively provide cytokine-like activity of the C-module, was 
analyzed. It was revealed that the residues of this cytokine-like motif increase their 
solvent accessible surface during MD simulation. 


Key words: molecular dynamics simulation, human tyrosyl-tRNA synthetase 


Вступление 

С-концевой модуль тирозил-тРНК синтетазы (C-TyrRS) млекопитающих 
состоит из 169 аминокислотных остатков и организован в МуЁдомен и 
А-субдомен [Леванец и соавт., 1997; Корнелюк, 1998]. Основным элементом 
МуЕ-домена является ОВ-укладка — В-складчатый слой, состоящий из пяти 
В-тяжей. Домены, содержащие ОВ-укладки, широко распространены B белках, 
способных связывать РНК: в рибосомальных белках, факторах инициации 
транскрипции и трансляции, оцДНК-связывающих белках, аминоацил-тРНК 
синтетазах, теломер-связывающих белках и др. Напротив, А-субдомены обна- 
ружены только среди цитокин ЕМАР 11-подобных модулей. 

C-TyrRS млекопитающих обладает двумя функциями: он участвует в свя- 
зывании тРНК, а также проявляет цитокин-подобные свойства [Kornelyuk ef 
al., 1999; Wakasugi et al., 1999a,b]. После отщепления or основной части TyrRS 
и перехода в межклеточное пространство, C-TyrRS действует как природный 
аттрактант для клеток иммунной системы (макрофагов и эндотелиальных кле- 
ток), привлекая их к опухолевым или отмирающим тканям. 


о а 
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1---4----4----4---20----4----4----4---4Q------------*---60 
N-TyrRS  PEEVIPSRLDIRVGKVISVDKHPDADSLYVEKIDVGEAEPRTVVSGLVOFVPKEELQDRL 
EMAP II SKPIDVSRLDLRIGCIITARKHPDADSLYVEEVDVGEIAPRTVVSGLVNHVPLEOMONRM 
1---+----+----+---20----+----+----+---40----+----+----+---60 


Ñ-TyrRS 
EMAP II 


N-TyrRS ELKPKKKVFEKLQADFKISDEYIAQWKQTNFMTK-MGSVSCKSLKGGNIS 169 
EMAP II ELNPKKKIWEQIQPDLHTNDECVATYKGVPFEVKGKGVCRAQTMSNSGIK 166 
-120----+----+---=+--140----+----+1---+--160----+- 


Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей С-модуля TyrRS быка и 
белка ЕМАР П человека. Приведена нумерация обеих последовательностей. 
Идентичные аминокислотные остатки выделены полужирным шрифтом, а 
участки делеций/вставок выделены фоном. 

В работе [Kao ef al., 1992] было предположено, что за цитокин-подобные 
свойства отвечают остатки Ргоб-5егі18. Однако, результаты 
рентгеноструктурного исследования белка EMAP II [Kim er al., 2000; Renault ef 
al, 2001] и C-TyrRS человека [Yang et al, 2003] показали, что 
зкспонированность мотива Pro6-Serl8 составляет не более 15 % по 
поверхности, доступной растворителю. Позтому представляєт интерес 
изучениє возможности увеличения зкспонированности цитокин-подобного 
мотива в растворе. В связи с этим основной целью настоящей работы является 
исследование конформационной подвижности C-TyrRS в водном растворе 
методом моделирования молекулярной динамики. 

Пространственная структура C-TyrRS быка не была определена 
экспериментально, тогда как кристаллографическая структура C-TyrRS 
человека стала доступной только B апреле 2003 года. Поэтому мы провели 
моделирование C-TyrRS быка с использованием в качестве матриц четырех 
кристаллографических структур белка EMAP П человека (Protein Data Bank 
(РОВ) коды — 1EUJ (цепи А и B), 1E7Z и 1FLO), а позже — C-TyrRS человека 
(РОВ код INTG). 


Методы 


Основными матрицами для моделирования пространственной геометрии 
C-TyrRS являлись кристаллографические структуры цитокина ЕМАР П, кото- 
рый имеет 52 % гомологии с C-TyrRS быка. C-TyrRS относительно ЕМАР П 
содержит две вставки (три и один аминокислотный остаток) и одну делецию в 
один аминокислотный остаток (рис. 1). Существует несколько возможных ва- 
риантов выравнивания со сдвигом вставок и делеции на один остаток. Так, 
первая вставка может включать остатки С1у88-Аѕп90 или Val89-Arg91. Вторая 
— может быть либо С10114, либо Lys115. Делеция может находиться между OC- 
татками Thr153 и Lys154 или Lys154 и Met155. Для моделирования по гомоло- 
гии применяли три веб-сервера, которые позволяют интерактивно выбирать 
матрицу и выравнивание: Swiss-Model 3.5 [Schwede er al., 2003; Сиех et al., 
1997], 3D-JIGSAW [Bates af al., 2001] и Geno3D [Combet at al., 2002]. Было по- 
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а 


Рис. 2. Сопоставление геометрии петель Val86-Lys92 (а) и Vall06-Glnl115 (6): серый 
цвет — структура INTG цепь А; черный — модель 21; светло-серый — модель 
21 после применения сервера ModLoop, темно-серый — гомологичная петля 
для матриць ЕМАР П человека. 
строено 25 моделей с использованием различных типов выравнивания, разных 
матриц и веб-серверов (см. таблицу). Для моделирования петель, включающих 
вставки, применяли сервер ModLoop [Eswar ef al., 2003]. Сравнение моделей 
проводили по среднеквадратичному отклонению для положений Са-атомов, 
которое определяли с помощью программы g confrms из пакета Gromacs 3.1.4 
[Lindahl ef al., 2001]. 

Симуляцию молекулярной динамики проводили с использованием пакета 
программ Gromacs 3.1.4 и силового поля GROMOS 96. Белок был помещен в 
бокс с минимальным расстоянием от белка до стенок бокса | нм и с услови- 
ями периодической границы. Бокс заполняли SPC молекулами воды. Затем 
было проведено 2000 шагов минимизации энергии с использованием алгорит- 
ма “скорейший спуск”. После этого атомы белка привязывали к координатам 
бокса с помощью дополнительного гармонического силового поля, и осуще- 
ствляли уравновешивание растворителя в течение 100 пс. Скорости были сге- 
нерированы в соответствии с распределением Максвелла. Шаг интегрирова- 
ния составлял 2 (c, фреймы записывали через 1 нс. Температуру и давление 
поддерживали постоянными 310 Ки 1 атм., соответственно, с помощью мето- 
да слабого соединения Берендсена [Berendsen ef al., 1984]. После уравновеши- 
вания растворителя проведено 2000 дополнительных шагов минимизации 
энергии по алгоритму “коньюгированный градиент”. 

Для оптимизации геометрии модели с помощью моделирования молеку- 
лярной динамики с рестрейнами по методу [Flohil et al., 2002], вставленные 
аминокислотные остатки вместе с соседними (по 11 остатков для каждого уча- 
стка, т. е. 84-94 и 109-119) были оставлены свободными, тогда как остальные 
атомы белка оставались привязанными к координатам бокса. Для ближних 
электростатических и Ван-дер-ваальсовых взаимодействий применялись двой- 
ные отсечки: взаимодействия на расстоянии до 0,9 нм учитывались на каждом 
шаге, а на расстоянии до 1,4 нм — через каждые 10 шагов. Для учета дальней 


63 


Д.С. КАНИБОЛОЦКИЙ, К.А. ОДЫНЕЦ, С.И. СКУРСКИЙ, А.И. КОРНЕЛЮК 


Качество упаковки 
1 
— 
о 


-5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -2,5 
Ramachandran Z-score 
Рис. 3. Зависимость качества упаковки OT Z-napaMerp Рамачандрана для 1000 моделей 
C-TyrRS быка, полученных путем оптимизации методом молекулярной 
динамики с рестрейнами. Справа от наклонной прямой расположены данные 
для 15 моделей, отобранных для дальнейшей оптимизации. 
электростатики применяли алгоритм «Обобщенноє силовое поле”. Динамику 
моделировали в течение 1 нс. 

При моделировании свободной молекулярной динамики, для нейтрализа- 
ции заряда в бокс были добавлены два иона натрия. Двойные отсечки 0,9 и 1,5 
нм применяли только для Ван-дер-ваальсовых взаимодействий. Для учета 
ближних электростатических взаимодействий использовали единую отсечку 
0,9 нм, а электростатику на расстоянии больше 1,5 нм учитывали согласно ча- 
стице-ячеечной суммы Эвальда (Particle- Mesh Ewald sum, PME) [Essman ef al., 
1995]. Динамика свободного белка моделировалась B течениє 4,4 не. Время 
уравновешивания определялось по графику среднеквадратичного отклонения 
Са-атомов как время, необходимое для выхода кривой на плато. Для последу- 
ющего анализа использовали участок траектории после уравновешивания. 

Для анализа полученных конформаций и визуализации траекторий ис- 
пользовали программы Swiss-PDB Viewer 3.7 [Сиех at al., 1997] и VMD 
[Humphrey ef al., 1996]. Программу WhatCheck [Hooft et al., 1996] из пакета 
What If применяли для анализа качества моделей. 


Результаты и обсуждение 


Сравнение моделей, построенных с помошью сервера Swiss- Model, c мат- 
рицами и кристаллическими структурами C-TyrRS человека (см. табл. 1), по- 
казало, что среднеквадратичное отклонение моделей относительно EMAP П 
составляет 0,06-0,16 нм, относительно C-TyrRS человека — 0,13-0,16 нм, тогда 
как отклонение матриц относительно C-TyrRS человека — 0,09-0,12 нм. Таким 
образом, полученные модели являются несовершенными и нуждаются в даль- 
нейшей оптимизации (они довольно близки к исходньм матрицам и отлича- 
ются от кристаллических структур наиболее гомологичного белка). 
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Таблица 1. Статистика среднеквадратичных отклонений (RMSD) в распо- 
ложении Са-атомов между моделями С-модуля TyrRS быка и кристаллографи- 
ческими структурами. 


м Белки-матрицы Кристаллографические структуры 
одели IEUJ A | 1Е72 | IEEUJ B| 10 INTGA | INTGB | INTGC | INTG р 


Веб-сервер Swiss-Model 3.5 

ст2 0,0660 0,0801 0,0679 0,0818 0,1254 0,1239 0,1268 0,1261 
ст3 0,0674 0,0830 0,0712 0,0824 0,1355 0,1343 0,1369 0,1366 
ст4 0,1052 0,0808 0,1045 0,0384 0,1325 0,1320 0,1314 0,1315 
стб 0,0737 0,0850 0,0680 0,0801 0,1276 0,1279 0,1304 0,1303 
cm7 0,0822 0,0896 0,0852 0,0923 0,1501 0,1486 0,1530 0,1512 
cm22 0,0969 0,0677 0,0979 0,0891 0,1578 0,1577 0,1571 0,1584 
ст23 0,0826 0,0826 0,0855 0,0924 0,1505 0,1490 0,1535 0,1516 
ст25 0,0554 0,0828 0,0622 0,0842 0,1275 0,1259 0,1307 0,1288 
ст26 0,0973 0,0681 0,1004 0,0719 0,1558 0,1558 0,1569 0,1572 
ст27 0,0554 0,0828 0,0622 0,0892 0,1276 0,1259 0,1307 0,1288 
ст21 0,0616 0,0850 0,0620 0,0991 0,1269 0,1254 0,1277 0,1272 

| ст21 после | 00634 | 0,0861 | 0,0651 | 0,0944 | 0,1189 0,1178 0,1199 0,1199 

ModLoop й 
m21 после МД 0,1100 0,1165 0,1040 0,1159 0,1317 0,1315 0,1329 0,1341 
Веб-сервер 3D-JIGSAW 2.0 
cm9 0,1312 0,1366 0,1286 0,1267 0,1628 0,1633 0,1628 0,1643 
ст10 0,1219 0,1351 0,1130 0,1267 0,1908 0,1921 0,1906 0,1933 
ст11 0,1073 0,1118 0,1097 0,0725 0,1274 0,1291 0,1278 0,1292 
ст12 0,1581 0,1581 0,1547 0,1345 0,1825 0,1831 0,1812 0,1833 
ст20 0,1312 0,1366 0,1286 0,1062 0,1628 0,1633 0,1628 0,1643 
Веб-сервер Geno3D 

ст 28 0,2109 0,5893 0,2116 0,2097 0,2564 0,2571 0,2562 0,2575 
ст29 0,2045 0,5849 0,2051 0,2157 0,2377 0,2377 0,2367 0,2377 
ст30 0,2222 0,5977 0,2242 0,2162 0,3018 0,3040 0,3024 0,3044 


Модели, полученные с использованием сервера 3D-JIGSAW, имеют сред- 
неквадратичные отклонения относительно матриц от 0,11 до 0,16 нм, относи- 
тельно C-TyrRS человека - 0,13-0,19 нм. Однако, эти модели имеют выпавшие 
аминокислотные остатки. Отклонения от ЕМАР П для моделей, построенных 
сервером Geno3D, составляют 0,20-0,59 нм, тогда как отклонения от C-TyrRS 
человека — 0,24-0,30 нм. 

Таким образом, среди трех выбранных веб-серверов, наилучшие модели 
C-TyrRS были получены с использованием сервера Swiss-Model, a наихудшие 
— Geno3D. Для дальнейшей оптимизации была отобрана модель 21, построен- 
ная с помощью сервера Swiss- Model. 

Сопоставление полученных моделей с C-TyrRS человека показало, что Ha- 
ибольшие расхождения наблюдаются в петлях, для которых были осуществле- 
ны вставки, а именно Val86-Lys92 и Vall06-GlIn115. Первая петля находится на 
краю В-шпильки, тогда как вторая представляет из себя длинный неупорядо- 
ченный участок на границе между Муї-доменом и А-субдоменом. На рис. 2 
показано сопоставление петли \а186-Гу$92 кристаллической структуры C- 
TyrRS человека и соответствующего участка матрицы ЕМАР II. Имеют место 
расхождения между моделью и экспериментальной структурой. Особенно это 
видно по положению боковой цепи Arg91, которая в модели и в кристалличе- 
ской структуре C-TyrRS человека направлена в противоположные стороны. 
Для оптимизации этой петли был применен веб-сервер ModLoop, что приве- 
ло к существенному улучшению конформации. Однако, использование серве- 
ра ModLoop для петли Уаі106-Сіпі15 вызвало только ухудшение геометрии 
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Рис. 4. Сравнение результатов моделирования молекулярной динамики модели 
C-TyrRS быка (черный цвет) и структуры INTG цепь А (серый цвет): 
а) среднеквадратичное отклонение для Са-атомов; 6) радиус гирации; 
в) поверхность, доступная растворителю; г) среднеквадратичные флуктуации 
Со-атомов; показаны среднеквадратичные флуктуации, рассчитанные из 
кристаллографических В-факторов. 
модели. Поэтому для последующей оптимизации использовали 21 модель с до- 
строенной с помощью сервера ModLoop единственной петлей Val86- Lys92. 
Дальнейшая оптимизация методом молекулярной динамики с рестрейна- 
ми проводилась по протоколу, описанному в работе [Flohil её al., 2002] (см. 
Методы). Динамика моделировалась для | Hc, фреймы записывались через 
каждую | пс. Таким образом, было построено 1000 моделей, которые были 
проанализированы с помощью программы WhatCheck. Анализ проводился на 
основе параметров 7-параметра Рамачандрана (Ramachandran Z-score) и каче- 
ства упаковки (О-фактор). 2-параметра Рамачандрана показывает степень CO- 
гласованности между распределением углов Q и V для данного белка и для бел- 
ков из базы данных. Качество упаковки показывает согласованность между ко- 
личеством контактов для участков данного белка и для подобных участков бел- 
ков из базы данных. Обе величины принимают отрицательные значения и в 
идеальном случае должны стремиться к нулю. Было выбрано 15 моделей, ко- 
торые характеризуются наибольшей близостью к нулю этих величин (рис. 3). 
Модели были подвергнуты минимизации энергии, и модель с минимальной 
энергией была отобрана. 
Как видно из таблицы, среднеквадратичное отклонение конечной модели 
относительно кристаллической структуры С-ТугВ$ человека несколько боль- 
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Рис. 5. Распределение водородных связей для основной цепи белка С-ТугВ$ внутри 
участков Ala84-Glu94 (а) и Рће109-Аѕр119 (6). 

ше, чем до применения молекулярной динамики. Однако, такое расхождение 

можно объяснить тем, что белок в растворе обладает подвижностью, т. е. спо- 

собен принимать множество локальных конформаций, тогда как кристалличе- 

ская структура реализует только одну конформацию, наиболее выгодную с 

точки зрения геометрии кристаллографической ячейки. 

Детальный анализ кристаллической структуры C-TyrRS человека, где в од- 
ной кристаллографической ячейке находится четыре мономера, показал, что 
петли 86-92 и 106-115 находятся в области контакта мономеров, что может ис- 
кажать их структуру. Поэтому, чтобы подтвердить или опровергнуть коррект- 
ность выполненного моделирования, имеет смысл сопоставить подвижность в 
растворе для модели и экспериментально определенной структуры. 

Сравнение результатов моделирования молекулярной динамики модели и 
кристаллографической структуры С-ТугВ$ человека (INTG, цепь А) показано 
на рис. 4. Можно видеть, что подвижность в растворе для обоих белков подоб- 
на. Среднеквадратичное отклонение Са-атомов модели и экспериментальной 
структуры достигает плато на 870 пс. Соответственно, первые 870 пс динами- 
ки (на рис. 4,а отделены вертикальной линией) были приняты за время урав- 
новешивания. Радиусы гирации колеблются в пределах 1,55-1,50 нм с тенден- 
цией к уменьшению, т.е. белок стремится к компактизации. Соответственно 
поведению радиусов гирации, площадь доступная растворителю также медлен- 
но уменьшается. 

При анализе траектории особое внимание уделялось участкам белка, со- 
держащим вставки (Ala84-Glu94 и Phel09-Asp119). Как видно из рис. 5, pac- 
пределение водородных связей в основной цепи белка внутри отмеченных уча- 
стков для модели и экспериментальной структуры подобно. Для участка Ala84- 
Glu94 имеет место типичное Гауссово распределение с максимумом, соответ- 
ствующим трем связям. В случае петли Рће109-Аѕр119 — при увеличении Ko- 
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Рис. 6. Поверхность доступная растворителю для цитокинового мотива (остатки Ргоб- 
Ser18): для целого мотива и отдельных аминокислотных остатков. 


личества водородных связей от 0 до 2 уменьшается вероятность их 
формирования. 

На рис. 4,r показаны среднеквадратичные флуктуации Са-атомов модели 
и C-TyrRS человека. Пунктирной линией представлены среднеквадратичные 
флуктуации, рассчитанные из значений кристаллографического В-фактора 
структуры INTG по формуле: 


RMSF = — |2 в 
10л У8 

Деление на 10 используется для перехода от ангстремов к нанометрам. Из 
рисунка видно, что подвижности Са-атомов модели и C-TyrRS человека в pac- 
творе хорошо согласуются между собой и удовлетворительно согласуются с по- 
движностью Со-атомов в кристалле (пересчет из В-факторов). В целом, сред- 
неквадратичные флуктуации, определенные из В-факторов, находятся не- 
сколько выше, чем рассчитанные из данных молекулярной динамики. Этот 
факт объясняется тем, что кристаллографические В-факторы определяются не 
только подвижностью соответствующих атомов, но также и погрешностью 
рентгеноструктурного анализа. Однако, для остатков 1-4, 86-92, 123-145 и 162- 
165 среднеквадратичные флуктуации, рассчитанные из траекторий, превыша- 
ют соответствующие величины, найденные из кристаллографических данных. 
Такое поведение отмеченных участков белка связано с тем, что эти участки на- 
ходятся на поверхности C-TyrRS, а в кристалле участвуют во взаимодействии 
отдельных мономеров между собой. Таким образом, эффекты кристалличес- 
кой упаковки являются основным объяснением различия между моделью и 
кристаллографической структурой С-ТугК5. 

На рис. 6 показано изменение площади поверхности доступной растворителю для 
цитокинового мотива, а также для отдельных аминокислотных остатков, входящих в 
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его состав. Данные приведены для модели C-TyrRS быка. Для структуры C-TyrRS 
человека эти данные подобны. Из рисунка видно, что в процессе динамики происхо- 
дят флуктуации экспонированности цитокинового мотива, в результате чего в отдель- 
ные моменты времени поверхность остатков Pro6-Ser18 доступная растворителю пре- 
вышает аналогичную величину в исходной структуре. Так, за первую наносекунду ди- 
намики поверхность доступная растворителю дляцитокинового мотива возрастает от 
60,8 до 61,5 нм’, после чего продолжает колебаться. Наибольшую экспонированность 
проявляют остатки Arg8 и Arg12 (около 7,8 нм’). Можно предположить, что именно эти 
положительно заряженные аминокислотные остатки наиболее важны для цитокиновой 
активности. Такое предположение подтверждается также высокой консервативностью 
этих остатков. Несколько меньшая поверхность, доступная растворителю, характерна 
для Lysl5 (около 6,5 нм’). Однако приписывать важную биологическую роль Lysl5 
нельзя, поскольку этот аминокислотный остаток не является консервативным, и в ци- 
токине EMAP II вместо [$15 находится цистеин. Еще меньшая экспонированность 
(по 4,2-4,8 нм’) имеет место для аминокислотных остатков Ser7, Leu9, Азр10, Ilell, 
\УаПЗ, Ile17 и Ser18. Незначительная поверхность, доступная растворителю, характерна 
для Gly14, что очевидно в связи с отсутствием боковой цепи у глицина. Тогда как Ргоб 
является полностью закрытым на протяжении всей динамики. Поэтому, вероятно, этот 
остаток отнесен к цитокиновому мотиву оптибочно. 


Заключение 


Таким образом, в настоящей работе проведено моделирование простран- 
ственной структуры С-концевого модуля тирозил-тРНК синтетазы быка с ис- 
пользованием в качестве матрицы кристаллической структуры цитокина 
ЕМАР П. С помощью метода моделирования молекулярной динамики показа- 
но, что подвижность в растворе для модели и экспериментально определенной 
структуры С-модуля тирозил-тРНК синтетазы человека подобны. Наибольшей 
подвижностью обладает петля Val86-Lys92. В процессе динамики происходит 
увеличение экспонированности остатков Pro6-Serl8, которые отвечают 3a ци- 
токин-подобную активность. Наибольшая экспонированность характерна для 
Arg8 и Arg12. Можно предположить, что эти аминокислотные остатки наибо- 
лее важны для цитокиновой активности. 
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ДОСЛІДЖЕННЯ ВНУТРІШНЬОМОЛЕКУЛЯРНОЇ РУХЛИВОСТІ ЦИТОКІН- 
ПОДІБНОГО С-КІНЦЕВОГО МОДУЛЯ ТИРОЗИЛ-тРНК СИНТЕТАЗИ 
ССАВЦІВ МЕТОДОМ МОЛЕКУЛЯРНОЇ ДИНАМІКИ 


Д.С. КАНІБОЛОЦЬКИЙ, К.О. ОДИНЕЦЬ, С.І. СКУРСЬКИЙ, О.І. КОРНЕЛЮК 
В даній роботі подано порівняльний аналіз молекулярної динаміки моделі С- 
кінцевого модуля цитоплазматичної тирозил-тРНК синтетази (C-TyrRS) бика та екс- 


периментально визначеної структури C-TyrRS людини. Було винайдено добре узгод- 
ження між конформаційною рухливістю у розчині для моделі та експериментальної 
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структури. Отримані результати задовільно узгоджуються із середньоквадратичними 
флуктуаціями С, атомів C-TyrRS людини, розрахованими з кристалографічних В-фак- 


торів. Показано, що найбільшу рухливість у розчині має петля Val86-Lys92, яка бере 
участь в зв'язуванні тРНК. Було проаналізовано поведінку амінокислотних залишків 
Pro6-Ser18, які, імовірно, відповідають за цитокін-подібну активність C-TyrRS. Знай- 
дено, що в процесі динаміки відбувається збільшення поверхні доступної для розчин- 
ника для залишків Ргоб-бег18. 


ИЗУЧЕНИЕ ВНУТРИМОЛЕКУЛЯРНОЙ ПОДВИЖНОСТИ ЦИТОКИН- 
ПОДОБНОГО С-КОНЦЕВОГО МОДУЛЯ ТИРОЗИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЫ 
МЛЕКОПИТАЮЩИХ МЕТОДОМ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ 


Д.С. КАНИБОЛОЦКИЙ, К.А. ОДЫНЕЦ, С.И. СКУРСКИЙ, А.И. КОРНЕЛЮК 


В данной работе представлен сравнительный анализ молекулярной динамики 
модели С-концевого модуля цитоплазматической тирозил-тРНК синтетазы (С-ТугК5) 
быка и экспериментально определенной структуры C-TyrRS человека. Было обнару- 
жено хорошее соответствие между конформационной подвижностью в растворе для 
модели и экспериментальной структуры. Полученные результаты удовлетворительно 
согласуются со среднеквадратичными флуктуациями Су-атомов C-TyrRS человека, 


рассчитанными из кристаллографических В-факторов. Показано, что наибольшей по- 
движностью в растворе обладает петля Val86-Lys92, которая принимает участие B свя- 
зывании ТРНК. Было проанализировано поведение аминокислотных остатков Ргоб- 
Serl8, которые предположительно отвечают за цитокин-подобную активность C- 
TyrRS. Обнаружено, что в процессе динамики происходит увеличение поверхности до- 
ступной растворителю остатков Ргоб-Ѕег18. 
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Abstract. Article is devoted to the study of the modification effects of low inten- 
sity electromagnetic field of extremely high frequency (EMF EHF) on adaptation 
reactions in the animals experimentally subjected to stress-reaction caused by the 
limitation in mobility and by the development of an inflammatory process. It was 
shown that the important factor that determines an organism's proclivity and 
resistance to stress damage is that organism's baseline status, and that this status 
is based upon the preliminary conditions. Preventive action of ЕМЕ EHF in the 
infected animals that are kept under normal and hypo-dynamic conditions, leads 
to the increase in plasma cytokines (tumor necrosis factor-6 and interferon-r), to 
the activation of bactericidal, hydrolytic, energy producing systems in lympho- 
cytes and neutrophils. 


Key words: EMF EHF, adaptation reactions, non-specific resistance, cytokines, 
neutrophils, lymphocytes, priming. 


Однією з актуальних проблем екологічної фізіології є вивчення зако- 
номірностей відносин організму з зовнішнім середовищем. Більшість абіотич- 
них факторів зовнішнього середовища, що відіграють важливу роль у процесах 
життєдіяльності, мають електромагнітну природу [1-3]. Зокрема, саме електро- 
магнітні випромінювання (ЕМВ) використовуються як носії різноманітної 
інформації у біосфері [4]. Штучні джерела електромагнітної енергії різних 
діапазонів також впливають на живі організми і знаходять широке практичне 
застосування. Наукову громадськість особливо цікавлять питання дозиметрії 
ЕМВ і їхнього використання як терапевтичних засобів. Цим проблемам при- 
свячені найбільші Міжнародні симпозіуми останніх років (Київ, 1999; Моск- 
ва, 2002, Quebec, 2002; Санкт-Петербург, 2003). 

Особливий інтерес представляє вивчення фізіологічної дії низькоїнтенсив- 
ного випромінювання надтовисокої частоти (НВЧ), у зв'язку з тим, що цей 
діапазон відсутній у спектрі природних ЕМВ, і тому у людини і тварин не роз- 
винулася адаптація до його дії. Ймовірно, що ЕМВ цього діапазону викорис- 
товуються для передачі інформації між організмами й усередині організмів [5, 
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6]. Крім того, вивчення біологічної дії низькоінтенсивних ЕМВ НВЧ є части- 
ною загальної проблеми впливу слабких подразників на живі організми. Не 
менш важливе значення має і той факт, що низькоінтенсивне ЕМВ НВЧ, 
наділене вираженою біологічною активністю, широко використовується у те- 
рапевтичній практиці [5, 7-10]. : 

Протягом останніх років досягнуто значних успіхів у дослідженні ме- 
ханізмів дії ЕМВ НВЧ на біологічні об'єкти різного рівня організації, і сформо- 
вано цілу низку гіпотез щодо можливості резонансної взаємодії з біологічними 
системами [5, 7, 11, 12, 13]. Однак проблема вивчення фізіологічних механізмів 
нетеплової дії ЕМВ НВЧ на клітини й організм загалом залишається відкритою. 
Зокрема, зовсім не досліджено вплив ЕМВ НВЧ на зміну адаптаційних реакцій 
організму, що забезпечують пристосування до стресових впливів. Крім того, за- 
лишається не вивченою можливість корекції за допомогою ЕМВ НВЧ захисних 
(імунних) реакцій організму при стресі. До того ж проблема "стрес і імунітет" 
нині набула особливого значення [14]. 

У зв'язку з цим, завданням цього дослідження виявилося вивчення впливу 
ЕМВ НВЧ на зміну адаптаційних реакцій у тварин з експериментально викли- 
каною стрес-реакцією на обмеження рухливості і розвиток запального процесу. 


Матеріали і методи дослідження 


Експериментальна частина роботи виконана на 80 білих безпородних щу- 
рах-самцях, масою 200-250 г, отриманих з дослідно-експериментального 
розплідника Інституту гігієни і медичної екології, фірми "Фенікс" (м. Київ). 
Для експерименту відбирали тварин однакового віку і ваги, що характеризува- 
лися середньою руховою активністю і низькою емоційністю у тесті "відкрито- 
го поля". Подібний добір дозволив сформувати однорідні групи тварин із од- 
наковими конституціональними особливостями, що однотипно реагували на 
дію різних факторів. 

Попередньо відібрані тварини були розділені на 5 груп. До першої і другої 
груп належали тварини, що знаходились у звичайних умовах віварію (К). Тре- 
тю групу складали щури, що знаходились в умовах гіпокінезії (ГК). Тварини 
четвертої групи піддавалися дії ЕМВ НВЧ. П'яту групу склали тварини, що 
знаходилися в умовах ГК і одночасно піддавалися впливу ЕМВ НВЧ 
(ГК+НВЧ). Після експериментальних впливів, на 9-у добу експерименту було 
проведено зараження щурів. З цією метою використовувалася Micoplasma 
hominis, отримана в лабораторії мікробіології Інституту нефрології та урології 
(м. Київ). Micoplasma Hominis вводилась по 0,2 мл (концентрація 10? мікробних 
тіл в l мл) у хвостову вену щурам 2-ої (інфіковані, Г), 3-ої (ГК+І), 4-01 
(НВЧ-НІ) і 5-oi (ГК+НВЧ+1) груп. 1-а група була біологічним контролем (К). 

Гіпокінезія моделювалася розміщенням щурів у спеціальні касети з орг- 
скла, у яких вони знаходилися протягом 9 діб по 20 годин. Обмеження рухли- 
вості щурів викликає стресову реакцію, що залежить від ступеня жорсткості 
гіпокінезії [15]. Протягом 4-х інших годин проводили експериментальні 
дослідження, годівлю і догляд за тваринами. 

Вплив ЕМВ НВЧ здійснювали щодня по 30 хвилин на потилично-комірну 
зону протягом 9 діб експерименту за допомогою генераторів "Луч. КВЧ-01" з 
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довжиною хвилі 7,1 мм, щільністю потоку потужності 0,1 мВт/см", розробле- 
них в Інституті технічної механіки НАНУ (м. Дніпропетровськ). 

Для визначення адаптації організму тварин до різних експериментальних 
впливів використовували показники системи крові, оскільки, кров 
відрізняється високою реактивністю i відіграє визначальну роль в адаптаційних 
перебудовах функціонального стану організму, що і визначає її практично не- 
гайне залучення в реакції організму [16]. 

Периферичну кров одержували з хвостової вени до експериментального 
впливу (1 доба) і на 3, 5, 7, 9, 23 і 28-ій добі експерименту. У периферичній 
крові цитохімічними методами визначали вміст пероксидази (ПО) [17], катіон- 
них білків (КБ) (18), ліпідів (ЛП) [19], кислої фосфатази (КФ) [17], протеази 
(ПР) [20] у нейтрофілах; середню активність сукцинат- (СДГ) i а-глшерофос- 
фатдегідрогеназ (о-ГФДГ) [21] у лімфоцитах і нейтрофілах; лейкоцитарну pop- 
мулу (ЛФ) |22). Оцінка цитохімічних реакцій проводилася відповідно до прин- 
ципу 1. Kaplow [23]. 

На 28-ій добі тварин забивали методом моментальної декапітації. У плазмі 
крові визначали індекс цитотоксичності (Г) фактора некрозу пухлин-а 
(ФНП- а) [24], титр інтерферону-у (ІФН-у) [25]. 

Обробку й аналіз експериментальних даних проводили за допомогою па- 
раметричних і непараметричних методів. Як критерій оцінки вірогідності змін, 
що спостерігаються, використовували і-критерій Стьюдента. Силу i спрямо- 
ваність зв'язку між досліджуваними показниками оцінювали за допомогою ко- 
реляційного аналізу. 


Результати дослідження 


Результати дослідження свідчать про те, що при різних експериментальних 
впливах розвиваються адаптаційні реакції різного типу, а реакція тварин на 
розвиток інфекційного процесу залежить від вихідного функціонального стану. 

Розвиток інфекційного процесу у щурів після введення Micoplasma Hominis 
викликає помітне підвищення концентрації ФНП i {ФН y плазмі крові (рис. 
1), що можна розцінити як адаптивну відповідь організму, спрямовану на бо- 
ротьбу з антигеном [25]. 

При цьому у щурів, що до інфікування знаходилися в умовах, які обмежу- 
ють їхню рухливість, спостерігалося зниження індексу цитотоксичності ФНП 
на 11,58 96 (р<0,001) і титру ІФН на 53,51% у порівнянні з інфікованими TBA- 
ринами, що до введення Micoplasma Hominis залишалися інтактними (р<0,001). 

Попереднє опромінення тварин ЕМВ НВЧ привело до значного росту кон- 
центрації вивчених цитокінів після введення антигену. Титр ІФН у плазмі крові 
збільшився в 23,16 раза порівняно з показником у контрольних тварин (рх 0,001) 
і в 5,5 раз щодо значень у тварин 2-01 групи (К+Г; р<0,01). Щ ФНП у крові цих 
тварин зроста 3,7 раза порівняно з відповідним значенням у контролі (р<0,001) 
і майже B 2 раза порівняно з інфікованими тваринами 2-01 групи (р<0,02), що 
не піддавалися превентивному впливові ЕМВ НВЧ (рис.1). 

У тварин, які до зараження знаходилися в умовах комбінованого впливу 
ГК i ЕМВ НВЧ не тільки не відбувалося зниження концентрації ФНП та ІФН 
у плазмі крові, як це спостерігалося у шурів, які перебували під впливом тільки 
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ГК, але концентрація вивчених цитокінів перевищила контрольний рівень на 
353% 1 452% відповідно (р<0,001). 

Варто звернути увагу на подібну динаміку і високий кореляційний зв'язок 
(г = 0,98) концентрації ФНП і ІФН у плазмі крові щурів при різних експери- 
ментальних впливах, що пов'язано, очевидно, з кооперативною дією цих ци- 
токінів. Отримано достатньо доказів синергічності дії ФНП і ІФН [26]. Утво- 
рення ФНП в організмі індукується не тільки різними видами бактерій і пара- 
зитів, але й деякими цитокінами, одним із яких є ІФН [27], що і використо- 
вується як активуючий стимул [28]. 

Таким чином, превентивний вплив ЕМВ НВЧ на інфікованих щурів 
призвів до збільшення концентрації ФНП та ІФН у плазмі крові тварин, що 
знаходилися в умовах як звичайного, так і обмеженого рухового режиму. 

Аналогічні результати отримані і при дослідженні функціональної актив- 
ності лейкоцитів, що є джерелами цитокінів і водночас мішенню для них [26]. 
Цим дослідженням показано, що ступінь активації бактерицидних, гідролітич- 
них і окислювально-відновних ферментів лейкоцитів при введенні в організм 
антигену тісно пов'язане з концентрацією IDH-y та ФНП-а y крові експери- 
ментальних тварин і залежить від попереднього впливу. 

Розвиток інфекційного процесу у тварин, які до введення антигену зали- 
шалися інтактними, привело до активації бактерицидних систем (пероксида- 
зи, катіонних білків) у нейтрофілах. Так, на 28 добу експерименту ЦПВ ПО 
підвищився на 16,49% - 20,32% (р<0,001), ЦПВ КБ - на 8,26 — 10,23% 
(р<0,001) поріввняно із значенями контрольної (К) групи тварин. Аналогічні 
зміни відбулися й у динаміці ЦПВ гідролітичних ферментів нейтрофілів - ПР 
i КФ, ліпідів, середніх активностей СДГ і а-ГФДГ у лімфоцитах і нейтрофілах 
(рис. 2-Б). У лейкоцитарній формулі крові інфікованих тварин 2-01 групи BH- 
явлені еозинофілія, нейтрофілез і лімфопенія, що вказує на розвиток стрес-ре- 
акції [16]. 


К І TKH НВЧН HBYH KH 


Рис.1. Зміна індексу цитотоксичності ФНП-а (96) 1 титру ІФН-у (ум. од.) у плазмі 
крові щурів при послідовному впливі гіпокінезії (FK), ЕМВ НВЧ, їхньої 
комбінації (НВЧ+ГК) та інфікування (I) Micoplasma Hominis. 
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Дев'ятиденне обмеження рухливості щурів призвело до зниження ЦПВ ПО, 
КБ, ЛП, підвищення ЦПВ КФ та ПР у нейтрофілах, зменшенн7 середньої ак- 
тивності СДГ і а-ГФДГ у нейтрофілах і лімфоцитах крові щурів порівняно із 
вихідним рівнем і значень відповідних показників у контрольній групі тварин 
(рис.2-А). Описана картина цілком відповідає стадії тривоги гіпокінетичного 
стресу. 

Через 14 днів після введення антигену у цих тварин відбулося збільшення 
досліджуваних показників відносно рівня, досягнутого після гіпокінезії (рис.2- 
Б), за винятком ЦПВ КФ, що після підвищення в усі терміни обмеження рух- 
ливості, знизився на 10,77%. (р<0,05). Різнонаправлена перебудова бактери- 
цидних систем і гідролітичного ферменту нейтрофілів ("сукупний показник") 
є несприятливою ознакою, що розцінюється як пригнічення природних захис- 
них сил клітини й організму загалом. Середня активність СДГ у лімфоцитах 
після інфікування збільшилася в 1,57 разів, у нейтрофілах - у 6,19 раза щодо 
рівня значень цих показників на 9-ий день обмеження рухливості. Однак 
рівень усіх вивчених показників у тварин цієї групи, досягнутий через 14-18 
днів після введення антигену, був значно нижчим (на 10-25%, ря 0,01) зна- 
чення відповідних показників у тварин, що до зараження залишалися інтакт- 
ними (K-I) (puc.2-b) Зміна морфологічної сполуки периферичної крові 
щурів, що піддавались послідовній дії гіпокінезії і зараженню, вказує на роз- 
виток у них реакції стресу [16]. 

Вплив ЕМВ НВЧ на інтактних щурів призвів до розвитку адаптаційної ре- 
акції іншого типу. ЦПВ бактерицидних і гідролітичних ферментів підвищився 
на 4-7% (р<0,05), а дегідрогеназна активність лейкоцитів зросла на 23 — 79% 
(p<0,001) (рис.2-А). Після введення щурам цієї групи Micoplasma Hominis відбу- 
лося значне підвищення усіх вивчених цитохімічних показників як у нейт- 
рофілах, так і в лімфоцитах крові, особливо виражене для окислювально- 
відновних ферментів лімфоцитів і нейтрофілов. Наприклад, зареєстроване 
підвищення СДГ на 50% (р<0,001), а а-ГФДГ на 30% (р<0,001) у нейтрофілах 
(рис.2-Б). В умовах систематичного впливу ЕМВ НВЧ розвивається адап- 
таційна реакція активації, а після зараження — реакція тренування [16]. 

Комбінований вплив ЕМВ НВЧ і обмеження рухливості лімітувало розви- 
ток гіпокінетичного стресу у щурів, про що свідчить нормалізація усіх вивче- 
них показників, що більшою мірою наближалися до контрольного і, 3 високим 
ступенем вірогідності відрізнялися від показників, визначених у шурів з обме- 
женою рухливістю, що не одержували додатково впливу ЕМВ НВЧ (рис.2-А). 
Після введення антигену шурам цієї групи не виявлено зниження функціональ- 
ної активності лімфоцитів і нейтрофілів. Навпаки, зареєстроване навіть підви- 
щення цих показників щодо значень у тварин, які до введення антитену знахо- 
дилися в умовах нормального рухового режиму (рис.2-Б). Так, середня ак- 
тивність СДГ у нейтрофілах збільшилася на 8% (р<0,001), а середня активність 
а-ГФДГ у лімфоцитах — на 20% (р<0,001), щодо відповідних значень контроль- 
ної групи щурів. Значення показників лейкоцитарної формули крові щурів при 
комбінованій дії ГК i ЕМВ НВЧ і наступному інфікуванні в більшою мірою на- 
ближалися до контрольного і вказували на розвиток у тварин цієї групи адап- 
таційної реакції тренування (16). 
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Таким чином, послідовна дія гіпокінезії та інфікування приводить до істот- 
ного пригнічення бактерицидних, гідролітичних і енергетичних систем нейтро- 
філів і лімфоцитів, а превентивний вплив ЕМВ НВЧ на інфікованих тварин, що 
знаходяться в умовах як звичайного, так і обмеженого рухового режиму, сприяє 
вираженому збільшенню вивчених показників у нейтрофілах і лімфоцитах. 

Лейкоцити відіграють важливу роль у забезпеченні імунологічної реактив- 
ності. Збільшення функціонального потенціалу лейкоцитів, тобто переведення 
клітин у робочий стан у процесі попереднього впливу одержало назву 
праймінгу |29). Праймінг лейкоцитів може бути викликаний дією різних фізи- 
ко-хімічних факторів як ендо», так і екзогенного походження [29, 30]. Як no- 
казали наші дослідження, праймінгову функцію виконує і ЕМВ НВЧ, про що 
свідчить індекс праймінгу (III). Ш у нейтрофілах щодо бактерицидних, 
гідролітичних ферментів і ліпідів приблизно однаковий і знаходиться в межах 
від 1,09 до 1,19. Найбільших значень Ш досягав у лімфоцитах і нейтрофілах 
крові відносно окислювально-відновних ферментів лейкоцитів (СДГ і 
а-ГФДГ) і особливо виражений для СДГ у лімфоцитах (табл.). Ймовірно, це 
пов'язано з тим, що найяскравішим виявом відповіді фагоцитів на стимуляцію 
є формування так званого кисневого, чи респіраторного, вибуху. Тому всупе- 
реч сформованій думці про те, що ЕМВ НВЧ впливає тільки на організм зі 
зміненим функціональним станом, а інтактні тварини і здорові люди не 
сприйнятливі до цього виду випромінювання [5, 6], наші результати є доказом 
того, що багаторазове опромінення здорових тварин низькоінтенсивним ЕМВ 
НВЧ може впливати на збільшення функціонального статусу клітин крові. 

Отже, важливим фактором, що визначає схильність і стійкість організму 
до стресорних ушкоджень, є його вихідний стан до моменту дії стресора. ЕМВ 
НВЧ підвищує функціональну активність лімфоцитів і нейтрофілів при зниже- 
ному попередньому рівні і здійснює праймінгову дію при нормальних вихідних 
показниках. 
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Рис. 2. Динаміка цитохімічних показників вмісту пероксидази (ПО), катіонних білків 
(КБ), кислої фосфатази (КФ), протеази (ПР), ліпідів (ЛП), середніх 
активностей сукцинат- (СДГ) і о-гліцерофосфатдегідрогеназ (ГФДГ) y 
нейтрофілах крові щурів після впливу гіпокінезії (ГК), ЕМВ НВЧ, їхньої 
комбінації (ГК+НВЧ) і наступного інфікування (1) на 9 (А) і 28 (Б) доби 
експерименту. 
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Таблиця. Індекс праймінгу лімфоцитів і нейтрофілів крові щурів при 


впливі ЕМВ НВЧ i наступної активації їх Micoplasma Hominis (X +5х) 


Індекс праймінгу 


б I^ 
Показникі Доби експерименту 


23 8 


2 
Середня активність СДГ у лімфоцитах 1,48+0,08 1,76+0,12 


Середня активність о-ГФДГ у лімфоцитах 1,33+0,10 1,45+0,09 
Середня активність СДГ у нейтрофілах 1,50+0,14 1,47+0,18 


Середня активність о-ГФДГ y нейтрофілах 1,30-0,13 
ЦПВ ПО у нейтрофілах 1,12-0,09 1,09+0,10 
ЦПВ КБ у нейтрофілах 1,09+0,07 1,10+0,05 
ЦПВ КФ у нейтрофілах 1,18+0,11 1,19+0,08 
ЦПВ ПР у нейтрофілах 1,10+0,15 1,09-0,11 
ЦПВ ЛП у нейтрофілах 1,18+0,09 | 1,10-0,08 


Таким чином, превентивний вплив ЕМВ НВЧ (7,1 мм; 0,1 мВт/см2) на 
інфікованих тварин, що утримувалися в умовах як звичайного, так і обмеже- 
ного рухового режиму, призводить до вираженої активації бактерицидних, 
гідролітичних, енергетичних систем лейкоцитів, викликає збільшення концен- 
трації цитокінів у плазмі крові. Отже, ЕМВ НВЧ модифікує адаптаційні реакції 
у тварин з експериментально викликаною стрес-реакцією на обмеження рух- 
ливості і розвиток запального процесу. Свідченням цього насамперед є 
збільшення неспецифічної резистентності організму, розглянутої як інтеграль- 
ний показник повноцінності адаптаційних реакцій. У механізмах антистресор- 
ного і імуностимулюючого ефектів ЕМВ НВЧ важливу роль відіграє збільшен- 
ня вмісту ендогенних імуномодуляторів, що обмежує чи попереджає шкідливі 
ефекти стрес-реакції, сприяє стимуляції імунної системи. 


МОДИФІКАЦІЯ НЕСПЕЦИФІЧНИХ АДАПТАЦІЙНИХ РЕАКЦІЙ 
ЗА ДОПОМОГОЮ НИЗЬКОІНТЕНСИВНОГО ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО 
ВИПРОМІНЮВАННЯ НАДВИСОКОЇ ЧАСТОТИ 


О.М. ЧУЯН, Н.А. ТЕМУР'ЯНЦ, М.В. ЧИРСЬКИЙ, О.М. ТУМАНЯНЦ 


Стаття присвячена вивченню модифікуючого впливу ЕМВ НВЧ на адаптаційні 
реакції у тварин з експериментально викликаною стрес-реакцією, на обмеження рух- 
ливості і розвиток запального процесу. Показано, що важливим фактором, який виз- 
начає схильність і стійкість організму до стресорних ушкоджень, є Його вихідний стан, 
обумовлений характером попереднього впливу. Превентивний вплив ЕМВ НВЧ на 
інфікованих тварин, що знаходяться в умовах як звичайного, так і обмеженого рухо- 
вого режиму, приводить до збільшення концентрації цитокінів (фактора некрозу пух- 
лин-й, та інтерферону-ү) у плазмі крові, активації бактерицидних, гідролітичних, енер- 
гетичних систем лімфоцитів і нейтрофілів. Показано, що ЕМВ НВЧ підвищує 
функціональну активність лімфоцитів і нейтрофілів при зниженому початковому рівні 
і здійснює праймінгову дію при нормальних вихідних показниках. У механізмах анти- 
стресорного і імуностимулюючого ефектів ЕМВ НВЧ важливу роль відіграє збільшен- 
ня неспецифічної резистентності організму, розглянутої як інтегральний показник по- 
вноцінності адаптаційних реакцій, а також вмісту ендогенних імуномодуляторів. 
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МОДИФИКАЦИЯ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ АДАПТАЦИОННЫХ РЕАКЦИЙ С ПО- 
МОЩЬЮ НИЗКОИНТЕНСИВНОГО ЭЛЕКТРОМАГНИТНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ 
КРАЙНЕ ВЫСОКОЙ ЧАСТОТЫ 


Е.Н. ЧУЯН, Н.А. ТЕМУРЬЯНЦ, Н.В. ЧИРСКИЙ, Е.Н. ТУМАНЯНЦ 


Статья посвяшена изучению модифицирующего влияния ЭМИ КВЧ на адап- 
тационные реакции у животных с экспериментально вызванной стресс-реакцией, на 
ограничение подвижности и развитие воспалительного процесса. Показано, что важ- 
ным фактором, определяющим предрасположенность и устойчивость организма к 
стрессорным повреждениям, является его исходное состояние, определяемое характе- 
ром предварительного воздействия. Превентивное воздействие ЭМИ КВЧ на инфици- 
рованных животных, находящихся в условиях как обычного, так и ограниченного дви- 
гательного режима, приводит к увеличению концентрации цитокинов (фактора некро- 
за опухолей-0 и интеферона-)) в плазме крови, повышению защитно-приспособи- 


тельного потенциала системы крови, что выражается в увеличении функциональной 
активности бактерицидных, гидролитических, энергетических систем нейтрофилов и 
лимфоцитов. Показано, что ЭМИ КВЧ повышает функциональную активность лим- 
фоцитов и нейтрофилов при снижении ее уровня в результате развития стресс-реак- 
ции на ограничение подвижности и инфекционного процесса и оказывает праймиру- 
ющее действие при нормальных исходных показателях. В механизмах антистрессорно- 
го и иммуностимулирующего эффектов ЭМИ КВЧ важную роль играет увеличение не- 
специфической резистентности организма, рассматриваемой как интегральний пока- 
затель полноценности адаптационных реакций, а также содержания эндогенных им- 
муномодуляторов. 
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ВИКОРИСТАННЯ МЕТОДУ ЛАЗЕРНОЇ КОРЕЛЯЦІЙНОЇ 
СПЕКТРОСКОПІЇ ПЛАЗМИ КРОВІ ДЛЯ ДОСЛІДЖЕННЯ 
ВПЛИВУ КАТІОНІВ СВИНЦЮ НА СТАН ГУМОРАЛЬНОГО 
ГОМЕОСТАЗУ У ЛЮДИНИ 


В.А. СТЕЖКА, Ю.П. МЕЛЬНИК 


Інститут медицини праці АМН України 


USING OF THE LASER CORRELATIVE SPECTROSCOPY 
METHOD OF BLOOD PLASMA FOR INVESTIGATE OF 
INFLUENCE OF THE LEAD CAUTIONS ON HUMAN 
HUMORAL HOMEOSTASIS STATE 


V.A. STEZHKA, YU.P. MELNIK 


Institute for Occupational Health of Academy Medical Sciences of Ukraine 


Abstract. Study of peculiarities of macromolecular composition of blood plasma 
in 25 worker of art glass plant, which occupationally contacted with lead com- 
pounds, 15 persons with clinically diagnosed chronic lead intoxication and 15 per- 
sons of control group was performed by laser correlative Spectroscopy (LCS) 
method. It was established, that LCS blood plasma method has a sufficient for 
medico-biological studies sensibility and specificity for detection of humoral (plas- 
ma) state homeostasis disturbance, which is connected with effect of lead com- 
pounds on human organism. Its using is recommended for Screening studies per- 
formance on large human contingents with the aim of determination of persons 
exposed to high lead concentrations and with increased risk of lead intoxication 
development who need profound clinical and laboratory examination. 


Key words: cautions of lead, macromolecular composition of blood plasma, 
humoral homeostasis, laser correlative spectroscopy. 
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Особливості молекулярного складу цільної крові та її плазми i сироватки 
визначаються підсистемою загального гомеостазу - системою гемостазу, 
функціональний стан якої у свою чергу пов'язаний з біохімічними процесами, 
що відбуваються в окремих клітинах, тканинах та органах. Різноманітні за 
своєю природою токсиканти, у тому числі і катіони свинцю, при надходженні 
до організму людини викликають функціональні порушення у біохімічних си- 
стемах клітинного, тканинного та органного метаболізму, стану гуморальної 
ланки імунної системи, впливають на активність ферментів, структуру окремих 
молекул біологічно активних речовин у крові, їхнью здатність до агрегації чи 
диссоціації та спричиняють багато інших порушення стану гомеостазу [7, 
16,17,19-21,24,25). Останнє супроводжується певними змінами макромолеку- 
лярного складу крові [4]. 

Одним із методів, який в останній час використовується для дослідження 
гетерогенності корпускулярного складу різних рідин, у тому числі і макромо- 
лекулярного складу плазми та сироватки крові людей для наукових і клінічних 
потреб, є метод лазерної кореляційної спектроскопії (ЛКС) [1,2,6,8,9,22]. 


"Physics of the Alive" Vol. 11, №.2, 2003 Я 


В.А. СТЕЖКА, Ю.П. МЕЛЬНИК 


Матеріали і методи досліджень 


Метою роботи є встановлення особливостей макромолекулярного складу 
плазми крові у людей, які зазнають впливу сполук свинцю з виробничого і на- 
вколишнього середовища за допомогою методу ЛКС. 

Обстежено дві основні групи: 25 робітників заводу художнього скла, які за- 
знають впливу сполук свинцю з виробничого середовища (ПКС), та 15 
робітників цього ж заводу, що не працюють останні 3-5 років у шкідливих 
умовах через наявність клінічно діагностованої хронічної свинцевої інтокси- 
кації (ХСІ). Третю (контрольну) групу становили 15 викладачів та наукових 
співробітників ВУЗу, які не мають і не мали у ретроспективі професійного 
контакту зі сполуками свинцю. Групи обстежених не розрізнялися суттєво за 
середнім віком: група ПКС - 44.2+1.9 років, XCI - 41.3+0.9 років, контрольна 
група - 40.1+0.1 років (р>0.05). 

Вміст катіонів свинцю у біологічних середовищах (кров, сеча) визначали 
методом атомно-адсорбційної спектроскопії [12]. Біологічні ефекти впливу 
катіонів свинцю на організм обстежених виявляли за специфічними лабора- 
торно-діагностичними тестами, такими як вміст дельта-амінолевулінової кис- 
лоти (5-АЛК) та копропорфірину у сечі [14], абсолютний вміст еритроцитів та 
лейкоцитів у периферичній крові, відносний вміст у ній еритроцитів з ба- 
зофільною зернистістю та ретикулоцитів [15]. 

Для визначення стану гуморального гомеостазу в учасників обстеження 
досліджували субфракційний макромолекулярний склад плазми крові за мето- 
дом ЛКС |9, 10]. Застосування методу ЛКС з діагностичною метою полягає у 
порівнянні та класифікації індивідуального(них) спектра(їв) з груповим спек- 
тром якоїсь групи осіб на відповідність. Таку можливість надають розроблені». 
алгоритми попарної групової і індивідуальної класифікації результатів ЛКС за 
дапомогою програми “Багатомірний класифікатор" [10]. Критеріями відмін- 
ності між двома групами ЛКС-спектрів на класифікаційній карті та за резуль- 
татами класифікаційної таблиці, яка надається поряд, вважають гомогенність 
їхніх ФРЧ, віддаленність центрів тяжіння, а також величину ділянки перекрит- 
тя. Існування останньої неминуче свідчить про неоднорідність груп обстеже- 
них, що зумовлена об'єктивною недосконалістю критеріїв їхнього відбору і 
формування за певними ознаками (неточність клінічного діагнозу, особливості 
перебігу захворювання, наявність неврахованих різноманітних екзогенних 
впливів, умови праці, стаж професійної діяльності тощо). 

Результати хіміко-аналітичних, біохімічних 1 гематологічних дослідженнь 
оброблені статистично з визначенням і-критерію Стьюдента. 


Результати дослідження та 1хне обговорення 


Біомоніторинг катіонів свинцю. Вміст катіонів свинцю у крові обстежених з 
контрольної групи, які не працювали в умовах їхнього надходження з виробни- 
чого середовища, був достатньо високим (0.39+0.05 мг/л) і досягав верхньої 
межі нормативу, визначеного ВООЗ (0.20-0.40 мг/л). Він значно перевищував 
нормативи для чоловіків, які професійно контактують зі сполуками свинцю, що 
рекомендовані у деяких країнах Європи, наприклад у Німеччині (0.07 мг/л) [3, 
13]. У групах обстежених з XCI та ПКС вміст катіонів свинцю у крові був од- 
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наковим і вищим, ніж у чоловіків з контрольної групи (відповідно 0.52+0.04 та 
0.52+0.06 мг/л, р<0.05). У хворих на XCI спостерігалося найактивніше виведен- 
ня катіонів свинцю з організму з сечею (0.094+0.022 мг/л) порівняно з робітни- 
ками групи ПКС (0.064+0.007 мг/л) та контрольною групою (0.045+0.005 мг/л). 
У (61,5+13,5)% хворих на XCI та у (25,0+10,8)% робітників з групи ПКС вміст 
катіонів свинцю у сечі перевищував верхню межу норми (0,04 мг/л). 

Біологічні ефекти катіонів свинцю. Середньогруповий вміст ó-AJIK у сечі 
обстежених становив у контрольній групі 1.61+0.25 мг/г креатиніну, у групі 
хворих на ХСІ -0.72+0.17 мг/г креатиніну, що було в межах фізіологічних зна- 
чень (0.5-2.5 мг/г креатиніну). У робітників групи ПКС вміст 5-АЛК у сечі був 
найвищим (2.93+0.47мг/г креатиніну). Середньогрупові величини вмісту ко- 
пропорфірину у сечі обстежених з усіх груп перебували у межах припустимих 
значень (30 - 120 мкг/г креатиніну). Зокрема, у обстежених з контрольної гру- 
пи його вміст у сечі зареєстровано на рівні 48.37+6.3 мкг/г креатиніну, 
робітників групи ПКС - 57.41+10.9 мкг/г креатиніну і у хворих на ХСІ - 
45.02+8.51 мкг/г креатиніну. Дослідження стану периферичної крові у обстеже- 
них не виявило відмінностей між групами за абсолютним вмістом у ній ерит- 
роцитів, гемоглобіну та лейкоцитів. Однак у групах хворих на ХСІ та ПКС, спо- 
стерігалося збільшення у крові відносної кількості еритроцитів з базофільною 
зернистістю (відповідно 7.1+1.0% та 7.0+0.9% проти 2.0+1.0% на контролі, 
р<0.05) та ретикулоцитів у робітників ПКС 1.2+0.1% проти 0.9+0.03%, p«0.05 . 

Стан гуморального гомеостазу. Усереднена групова гістограма розподілу 
частинок у плазмі крові (окремих молекул та їхніх агрегатів - макромолекул) 
за середнім гідродинамічним радіусом у обстежених з контрольної групи мала 
конфігурацію з вісьмома модами (субфракціями) в низько- (5.8 нм, 7.0 нм, 7.9 
нм, 9.9 нм, 12.6 нм), середньо- (22.2 нм, 50.4 нм) та високомолекулярній (182.0 
нм) фракціях (рис.1). У ЛКС-спектрах обстежених з цієї групи ефект світло- 
розсіювання спостерігався у 70% за рахунок частинок плазми крові з середнім 
гідродинамічним радіусом від 71нм до 5728 нм з модою 182.0 нм. 

У робітників з групи ПКС на фоні збереження загальної кількості суб- 
фракцій макромолекул (вісім) відмічався зсув групової гістограми ЛКС-спект- 
ра у бік зростання кількості у плазмі крові вмісту частинок з меншими гідро- 
динамічними радіусами: 6-7 нм, 8-9 нм та 10-12 нм (відповідно у 4, 3, 4 рази) 
(puc. 1). При цьому основний внесок в ЛКС-спектрах у ефект світлорозсіюван- 
ня належав макромолекулам з розмірами 20-64 нм (35.9%) та 81-573 нм 
(42.3%). Крім того, у обстежених з цієї групи спостерігалася наявність у гісто- 
гамі групового ЛКС-спектра плазми крові 5.2% дуже високомолекулярних ча- 
стинок (комплексів макромолекул) з модою 1850.9 нм. 

Групова гістограма ЛКС-спектра плазми крові у хворих на ХСІ за своєю 
конфігурацією була близькою до такої у групі робітників ПКС, хоча й із змен- 
шеною кількістю субфракцій до 6 (рис.1). У його структурі переважав внесок 
середньомолекулярних субфракцій з модою 37.8 нм (47,2%) та високомолеку- 
лярних субфракцій з модою 147.4 нм (36.3%). Проте, у гістограмі групового 
ЛКС-спектра плазми крові хворих на ХСІ спостерігалося підвищення до 7.1% 
відносного вмісту макромолекулярних частинок з ще більшим розміром серед- 
нього гідродинамічного радіусу, ніж у групі робітників ПКС (1365-5462 нм, 
мода 2454.7 нм). 
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Puc.l. Усереднені ЛК С-спектри плазми крові груп обстежених: контрольної (a), 
робітників, що контактують зі сполуками свинцю (ПКС, б) та хворих на 
хронічну свинцеву інтоксикацію (ХСІ, в) 

Міжгруповим математичним класифікаційним аналізом структури 
індивідуальних ЛК-спектрів плазми крові робітників з групи ПКС відносно 
усередненого групового ЛКС-спектра чоловіків з контрольної групи у 5-мірно- 
му просторі виявлено 32% ознак у ФРЧ плазми крові робітників з цієї групи, 
що властиві для контрольної групи (рис.2). В індивідуальних ЛКС-спектрах 
обстежених з контрольної групи встановлена наявність 10% ознак у ФРЧ плаз- 
ми крові, характерних для групи робітників ПКС. Останнє підтверджувало ре- 
зультати проведеного біомоніторингу вмісту катіонів свинцю у крові і сечі чо- 
ловіків з контрольної групи та наявності їхніх біологічних ефектів за результа- 
тами визначення вмісту копропорфірину та ё-АЛК у сечі. Це підтверджують 
також і результати дослідження структури ЛКС-спектрів субфракційного мак- 
ромолекулярного складу плазми крові. Додатковим підтвердженням справед- 
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Рис.2. Класифікаційний аналіз групових ЛКС-спектрів плазми крові групи робітників, 
що контактують зі сполуками свинцю (ПКС), та обстежувааних контрольної 
групи 

ливості такого висновку є нижча гомогенність ЛКС-спектрів плазми крові, як 


ознака їхньої специфічності, у чоловіків з контрольної групи (6496) порівняно 
з робітниками з групи ПКС (78%). Крім цього, у структурі індивідуальних 
ЛКС-спектрів обстежених з контрольної групи та у робітників з групи ПКС 
виявлено відповідно 4% та 12% ознак, які нехарактерні ні для однієї з обох 
груп обстежених, що порівнювалися (else). Останнє може бути пов'язане з на- 
явністю у певної частини обстежених обох груп захворювань, які не обумов- 
лені впливом катіонів свинцю, що і позначалося на особливостях макромоле- 
кулярного складу плазми крові. 

Міжгрупове порівняння стуктури індивідуальних ЛКС-спектрв між yo- 
ловіками з контрольної групи та групи хворих на ХСІ виявило високу гомо- 
генність ФРЧ у плазмі крові (84%) у кожній з них (рис.3). При цьому поміче- 
на низька взаємна "схожість" ЛКС-спектрів у обстежених з цих груп. Зокре- 
ма, у чоловіків з контрольної групи спостерігалося тільки 6% ознак у ФРЧ 
плазми крові, що властиві для ЛКС-спектрів хворих на ХСІ, а у групі хворих 
на ХСІ у структурі ЛК-спектрів виявлялося 8% ознак, що властиві для ФРЧ 
плазми крові чоловіків з контрольної групи. У обстежених з контрольної гру- 
пи та з групи хворих на ХСІ також виявлено відповідно 8.0 та 10% ознак у 
ФРЧ плазми крові, які не властиві жодній з груп. 

Міжгруповий математичний класифікаційний аналіз структури індивіду- 
альних ЛК-спектрів між групою робітників ПКС та хворими на ХС] показав 
наявність у робітників ПКС 41% ознак у ФРЧ плазми крові, що властиві ЛКС- 
спектрам хворих на XCI (puc.4). Це могло засвідчувати наявність у частини об- 
стежених робітників з групи ПКС доклінічних проявів ХСІ, що певною мірою 
підтвержувалося і результатами клініко-лабораторного їхнього обстеження та 
нижчою гомогенністю ФРЧ плазми крові у хворих на ХСІ (53%) порівняно з 
робітниками з групи ПКС (78%). У свою чергу у ЛКС-спектрах хворих на ХС] 
помічена наявність 11% ознак у ФРЧ плазми крові, шо були характерними для 
обстежених з групи робітників ПКС. Останнє, можливо, відображувало певну 
неточність у встановленні клінічного діагнозу XCI. При цьому слід також 
відзначити, що у ЛКС-спектрах групи робітників ПКС спостерігалося майже 
вдвічі більше ознак, що не властиві для ФРЧ плазми крові цієї групи (11.0%), 
проти 6.0% таких ознак у ЛКС-спектрах, зареєстованих у хворих на ХСІ. Це 
могло засвідчувати наявність у певної частини робочих з групи ПКС початко- 
вих етапів формування ХСІ, які реалізуються з переважанням дещо різних па- 
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Puc.3 Класифікаційний аналіз групових ЛКС-спектрів плазми крові хворих на 
хронічну свинцеву інтоксикацію (ХСІ) та контрольної групи 


тогенетичних ланцюгів механізму токсичного впливу катіонів свинцю (токсич- 
не ураження печінки, імунотоксичний вплив, аутоімунний, або 1мунокомп- 
лексний процес) і супроводжуються особливими змінами макромолекулярно- 
го складу плазми крові. 

Таким чином, проведеними дослідженнями виявлена значна біологічна екс- 
позиція сполуками свинцю чоловіків усіх трьох обстежених груп. На це вказува- 
ли як результати проведеного біомоніторингу катіонів свинцю у крові та сечі, так 
і визначення, як прийнято вважати, відносно специфічних біохімічних показ- 
ників наявності їхнього біологічного впливу на організм людини. За останніми 
показниками встановлено, що найсуттєвіші порушення порфіринового обміну та 
клітинного складу крові відбувалися у групі чоловіків ПКС, що зазнавали “свіжо- 
го” професійного впливу сполук свинцю з виробничого середовища [23]. 

Зниження інтенсивності екзогенного впливу сполук свинцю, яке спос- 
терігалося у групі хворих на ХСІ внаслідок виведення їх з шкідливих умов 
праці, супроводжувалося деяким поліпшенням стану порфіринового обміну 
порівняно з виявленими його порушеннями у групі робітників ПКС, хоча 
вміст катіонів свинцю у їхній крові був на однаковому рівні. Вірогідно, це бу- 
ло зумовлено двома причинами. По-перше, тим, що хворі на ХСІ за останні 
3-5 років не зазнавали "свіжого" професійного пливу відносно високих кон- 
центрацій сполук свинцю з повітря виробничого середовища. Внаслідок цього 
на час обстеження біологічні ефекти катіонів свинцю у їхньому організмі виз- 
началися, ймовірно, тільки токсикологічно активною (циркулюючою) 
фракцією, що відображала наявність попередньої біологічної експозиції спо- 
луками свинцю. По-друге, слід також враховувати вищу інтенсивність виве- 
дення катіонів свинцю з організму у робітників цієї групи з сечею порівняно 
з обстеженими з інших груп, що також сприяло меншій вираженості їхнього 
біологічного ефекту. Виявлена відносно висока біологічна експозиція свинцем 
організму учасників обстеження з контрольної групи, незважаючи на 
відсутність у них професійного контакту з його сполуками, зумовлена, 
вірогідно, його надходженням з навколишнього середовища [5, 11, 26]. 

Як свідчать отримані нами результати, у ряду контрольна група - робітни- 
ки з групи ПКС - хворі на ХСІ збільшувалася кількість ознак у ЛКС-спект- 
рах, характерних для кожної з двох груп, що порівнювалися, та збільшувалася 
ділянка перекриття групових класифікаційних карт (рис. 2-4). Це, вірогідно, 
пов'язане з тим, що відхилення у стані гуморального гомеостазу, виявлені ме- 
тодом ЛКС-спектроскопії плазми крові за її субфракційним макромолекуляр- 
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Рис.4. Класифікаційний аналіз групових ЛКС-спектрів плазми крові групи робітників, 
що контактують зі сполуками свинцю (ПКС) та хворих на хронічну свинцеву 
інтоксикацію 
ним складом, значною мірою залежали від інтенсивності екзогенного впливу 
сполук свинцю на організм людини та від вираженості й особливостей прямо- 
го (на молекули і макромолекули крові) та опосередкованого (через вплив на 
метаболічні процеси у клітинах крові та тканинах внутрішніх органів) 
біологічного ефекту катіонів свинцю. Хоча на сьогодні ще не завершена іден- 
тифікація та маркування окремих субфракцій плазми крові людини за на- 
лежністю до них певних відомих макромолекул, все ж слід зазначити, що 
згідно з даними [1, 6], зростання у ЛКС-спектрах груп робітників ПКС та хво- 
рих Ha XCI вмісту низько- та середньомолекулярних частинок плазми крові 
відбувається, ймовірно, за рахунок підвищення вмісту в ній глобулярних 
білків, низько- та високомолекулярних ліпопротеїнових комплексів і, як пока- 
зано нами у раніше проведених дослідженнях (18, 19), внаслідок накопичення 
у крові при реалізації імунотоксичного впливу сполук свинцю імуноглобулінів 
класів IgG, IgM i низькомолекулярних циркулюючих імунних комплексів 
(ЦК). У свою чергу збільшення вмісту у плазмі крові обстежених з груп ПКС 
та хворих на ХСІ надвисокомолекулярних субфракцій, які відносяться до У 
дискретної зони ЛКС-спетру і заповнюються, коли в організмі індукується ут- 
ворення високомолекулярних ЦК [22], можна пов'язати з встановленим нами 
підвищеним їхнім вмістом у крові [18-21]. Наростання відносного внеску суб- 
фракцій у цій зоні ЛКС-спектра з одночасним збільшенням низькомолекуляр- 
них субфракцій також відбувається за наявності процесів алергізації та ау- 
тоімунізації організму [22]. Наявність цих процесів у працюючих, які контак- 
тують зі сполуками свинцю, також була нами доведена у раніше проведених 
дослідженнях [18-21]. 

Виходячи з встановленої наявності певної кількості ознак у ЛКС-спектрах, 
які були характерними для кожної з двох порівнюваних груп та часткового пе- 
рекриття групових класифікаційних карт (рис. 2-4), ми за допомогою матема- 
тичної програми “Багатомірний класифікатор” визначали ступінь наближення 
індивідуальних ЛКС-спектрів робітників з групи ПКС до усереднених ЛКС- 
спектрів контрольної групи та групи хворих на XCI. У таблиці наведені резуль- 
тати цього аналізу. Зокрема виявлено, що зразок крові №31 з групи робітників 
ПКС за ЛКС- спектром є типовим для групи контролю. Зразки №35 та №36 
тільки на 67 та 76% характерні для групи робітників ПКС та на 33 i 24% для 
групи контролю. В той же час, за ЛКС-спектром зразок крові №36 є типовим 
для групи зворих на ХСІ, оскільки мав 98% ознак середньогрупового ЛКС- 


СУ й Е 
) ПКС 61 78 41 
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Таблиця. Класифікаційний аналіз індивідуальних ЛКС-спектрів осіб з rpy- 
пи ПКС на ступінь належності до групи контролю та групи хворих на ХСІ 


Ймовірність належності особи, що обстежувалася, до групи( %) | 


| № Контролю Хворих на XCI 
| зразка До До Else- До До Else- | 
| крові | ПКС | контролю | ознаки | ПКС ХСІ ознаки | 
| 27 100 0 0 99 І 0 | 
| 29 100 0 0 91 9 0 | 
| 30 97 3 0 96 0 4 | 
| 31 6 94 0 97 3 0 | 
| 32 100 0 0 100 0 0 | 
| 33 93 T 0 100 0 0 | 
| 34 що | 0 0 68 І 31 | 
| 35 67 | 33 0 100 0 0 | 
| 36 76 24 0 І 98 1 | 
| 37 100 0 0 98 0 2 | 
| 38 100 0 0 70 0 30 | 
| 41 100 0 0 84 16 0 i 
| 42 96 4 0 100 0 о | 
| 43 93 7 0 100 0 0 | 
44 100 0 0 33 0 67 | 
45 99 l 0 62 0 38 | 
46 100 0 0 100 0 0 
48 100 0 0 96 0 4 


спектра niei групи, що вказувало Ha високий ризик її розвитку. Y більшої ча- 
стини групи робітників ПКС не виявлявся ризик розвитку ХСІ за ЛКС-спек- 
трами плазми крові, низьким він був у трьох осіб (№34, 31, 29) i середнім у 
однієї особи (№41). Фактично ж спеціального поглибленого клініко-лабора- 
торного обстеження щодо виявлення ознак ХСІ потребували тільки три особи 
(№36, 41, 29). У той же час у чотирьох осіб, які за ЛКС-спектрами плазми крові 
були типовими представниками групи робітників ПКС (№34, 38, 44, 45), після 
проведення класифікаційного аналізу порівняно з груповим спектром хворих 
на XCI виявлялась досить висока питома вага else-o3nak (30-67%), не характер- 
них для обох груп, тобто не нехарактерних для біологічного впливу катіонів 
свинцю. Ці особи потребують ретельного клінічного обстеження для встанов- 
лення захворювань, які не пов'язані з впливом на їхній організм свинцю. 


Висновки 


Результати проведених досліджень дають підставу стверджувати, що метод 
ЛКС плазми крові має достатню для медико-біологічних досліджень чутливість 
та специфічність при визначенні інтегральних порушень стану гуморального 
(плазменого) гомеостазу, які пов'язані з впливом на організм людини сполук 
свинцю. Його використання доцільне для проведення скринінгових дослід- 
жень на великих контингентах людей з метою визначення осіб з високою 
біологічною експозицією сполук свинцю та підвищеним ризиком розвитку 
свинцевої інтоксикації, які потребують поглибленого клініко-лабораторного 
обстеження. 


88 


Використання методу лазерної кореляційної спектроскопії плазми крові ... 


ВИКОРИСТАННЯ МЕТОДУ ЛАЗЕРНОЇ КОРЕЛЯЦІЙНОЇ СПЕКТРОСКОПІЇ 
ПЛАЗМИ КРОВІ ДЛЯ ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ КАТІОНІВ СВИНЦЮ НА СТАН 
ГУМОРАЛЬНОГО ГОМЕОСТАЗУ У ЛЮДИНИ 


В.А. СТЕЖКА, Ю.П. МЕЛЬНИК 


Методом лазерної кореляційної спекроскопії (ЛКС) проведено дослідження 
особливостей макромолекулярного складу плазми крові у 25 робітників заводу худож- 
нього скла, що професійно контактували зі сполуками свинцю, 15 осіб з клінічно діаг- 
ностованою хронічною свинцевою інтоксикацією та 15 осіб контрольної групи. Дове- 
дено, що метод ЛКС плазми крові володіє достатньою для медико-біологічних 
досліджень чутливістю та специфічністю у визначенні порушень гуморального (плаз- 
меного) гомеостазу, які пов'язані з впливом на організм людини сполук свинцю. Ре- 
комендується його використання для проведення скрінінгових досліджень на великих 
контингентах людей з метою визначення осіб з наявністю високої біологічної експо- 
зиції сполуками свинцю та підвищеним ризиком розвитку свинцевої інтоксикації, які 
потребують поглибленого клініко-лабораторного обстеження. 


ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ЛАЗЕРНОЙ КОРРЕЛЯЦИОННОЙ СПЕКТРОСКО- 
ПИЙ ПЛАЗМЫ КРОВИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ВЛИЯНИЯ КАТИОНОВ СВИНЦА 
НА СОСТОЯНИЕ ГУМОРАЛЬНОГО ГОМЕОСТАЗА У ЧЕЛОВЕКА 


В.А. СТЕЖКА, Ю.П. МЕЛЬНИК 


Методом лазерной корреляционной спекроскопии (ЛКС) проведено исследо- 
вание особенностей макромолекулярного состава плазмы крови у 25 рабочих завода 
художественного стекла, которые профессионально контактировали с соединениями 
свинца, 15 лиц с клинически диагностированной хронической свинцовой интокси- 
кацией и 15 лиц контрольной группы. Доказано, что метод ЛКС плазмы крови владе- 
ст достаточной для медико-биологических исследований чувствительностью и специ- 
фичностью в выявлении нарушений гуморального (плазменного) гомеостаза, которые 
связаны с влиянием на организм человека соединений свинца. Рекомендовано его ис- 
пользование при проведении скрининговых исследований на больших контингентах 
людей с целью выявления лиц с наличием высокой биологической экспозиции со- 
сдинениями свинца и повышенным риском развития свинцовой интоксикации, кото- 
рые требуют углубленного клинико-лабораторного обследования. 
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SPATIAL-TEMPORAL EFFECTS АТ MICROWAVE 
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Abstract. The spatial-temporal energetic relations for the rectangular waveguide 
irradiatior are considered. The therapeutic effect of thermal millimeter irradiation 
is related to the concentration of the electric field in the vicinity of the axes of 
the waveguide transmission line which is in the direct contact with the irradiated 
surface. 
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Введение 


Анализ исследований в области современных медицинских технологий с 
использованием электромагнитного излучения (ЭМИ) крайне высокой часто- 
ты (КВЧ) показывает, что их развитие идет в направлении уменьшения интен- 
сивности облучающего сигнала. В частности, в последние годы было надежно 
установлено [1], что устойчивый терапевтический эффект миллиметрового из- 
лучения наблюдается при интенсивностях облучения, сравнимых с интенсив- 
ностями теплового радиоизлучения в миллиметровом диапазоне при обычных 
температурах (на длине волны À = 5 мм при температуре T ~ 300 К интенсив- 
ность излучения составляет [=10° Вт/Гц-см?). Экспериментальная и клиниче- 
ская апробация генераторов температурного ЭМИ — “Порог-НТ” и “Порог- 
ВТ” (с эффективной шумовой температурой Тор = 270-290 Ки Т, = 290- 
350К. соответственно в диапазоне частот 53-78 ГГи) — продемонстрировала их 
биомедицинскую эффективность [1]. Однако при общем облучении, которому 
подвергается в обычной обстановке пациент от окружающих его источников 
теплового радиоизлучения, терапевтический эффект отсутствует. Различие в 
конечном результате облучения обусловлено, на наш взгляд, особенностями 
пространственной структуры поля, создаваемой на поверхности объекта в про- 
цессе облучения. 

В первом случае используемые терапевтические аппараты (как правило, на 
базе одномодовых волноводных элементов линий передачи, находящихся в не- 
посредственном контакте с поверхностью облучаемого объекта) создают заве- 
домо неравномерное во времени и по поверхности облучаемого объекта поле. 
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В результате на облучаемом участке возникают градиенты поля и интенсивно- 
сти ЭМИ. Мгновенные значения поля и интенсивности в различных точках 
облучаемой поверхности могут существенно отличаться от средних во време- 
ни и по поверхности (действующих) величин, которыми без должного обосно- 
вания, особенно в условиях возможного частотного резонанса, пользуются в 
подавляющем большинстве работ. Во втором случае, когда ЭМИ распростра- 
няется в свободном пространстве, пространственно-временное распределение 
поля будет равномерным вследствие многомодовости и статистического харак- 
тера теплового радиоизлучения. 

Важность затронутой проблемы обусловлена тем, что на практике при со- 
здании трактов в микроволновом диапазоне пользуются энергетическими ха- 
рактеристиками, а именно: мощностью излучения в линии передачи и средней 
плотностью мощности (интенсивностью) на поверхности облучаемого объек- 
та. Однако биомедицинские эффекты микроволнового излучения нетепловой 
интенсивности (меньше 10 мВт/см?) в конечном итоге являются He энергети- 
ческими, а полевыми. Для живых систем характерны пороговые, нелинейные 
и резонансные по полю отклики на внешнее микроволновое ЭМИ. 

В настоящей работе рассмотрены особенности пространственно-времен- 
ной структуры облучающего КВЧ-сигнала, подводимого с помощью волновод- 
ной линии передачи, находящейся в непосредственном контакте с поверхнос- 
тью облучаемого объекта. 

Следует заметить, что подобного рода задачи, когда необходимо знание 
максимальных мгновенных значений напряженности электрического поля, ре- 
шались в технике СВЧ, например, при изучении условий электрического про- 
боя внутри волновода или при расчетах лазерных электрооптических СВЧ-мо- 
дуляторов [2]. 


Пространственно-временные эффекты в случае прямоугольного облучателя 


Рассмотрим простейший в математическом отношении случай прямо- 
угольного волновода сечением а « b, возбужденного на основной волне магнит- 
ного типа Ну (рис.1). Ее электромагнитное поле характеризуется наличием 
только трех компонент: E,, Н, и Н, (при 
Е, = Н, =Е, =0) [2,3]. 

В режиме бегущей волны у-компо- 
нента электрического поля равна: 


E - E(xt)- E, (x Jein ot, 
кон б 
где 
Е „(х j- E,, sin — 
Рис.1 Электрическое поле в прямоуголь- а (2) 


ном волноводе 


— распределение амплитуды поля вдоль широкой стенки волновода, 


Е, =E, (х=0,5а) (3) 


— амплитуда напряженности злектрического поля на оси волновода. 
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Пространственно-временные эффекты при микроволновом облучении в экспериментах 


Мгновенный локальный поток З (xt) активной мощности в направлений 
оси волновода при гармонически изменяющихся полях Ё и Н равен: 


үр Е; sin^ ot sin? En 
s(xt)- [ЕС = D оС н =S; sin? ot sin Я 
2 Z a (4) 
где 
2 
S - От 
< (5) 


— амплитуда потока мощности в центре широкой стенки волновода; 


1 
Z= ое (4) | | 
2а 


— характеристическое сопротивление волновода [2,3]. 


(6) 


Усредненная во времени плотность потока мощности $ ()-Ss(x1) paBHa: 


«9-7 S(x.t)at - jj ERI OL 


(7) 


Усредненная во времени и по поперечному сечению волновода плотность 
потока мощности 5 (х) 2 5 (0.1) равна: 


S, =. Ја ts = Е 


2 
От 


и связана с мощностью излучения в волноводе Р соотношением: 


2 


E, 
Ð= S,ab = —™ ab. 


Отсюда максимальная амплитуда напряженности злектрического поля на 
оси волновода равна: 


mL 


1 
47р 211 
Е, = E (х= 0,5а)= ані - (4402) Bo | | 
" ab ab 2a 
(10) 
Амплитуда потока мощности S,, на оси волновода равна: 
а 
т = nó TS 
i (11) 


Таким образом, максимальная мгновенная плотность потока мощности на 
оси волновода в 4 раза превышает усредненное во времени и по поперечному 
сечению волновода значение. 
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Выводы 


Терапевтическая эффективность тепловых микроволновых генераторов 
может быть объяснена концентрацией электрического поля на оси волновод- 
ной линии передачи, находящейся в непосредственном контакте с поверхнос- 
тью облучаемого объекта. 

Эффективная шумовая температура Т,, ,,, тепловых генераторов миллиме- 
трового излучения подчиняется рассмотренным выше закономерностям для 
плотности потока мошности. В частности, нетрудно показать, что для прямо- 
угольного волновода 

2 ЛХ = 

pe (ат, пе (х= 0,За)віп'--, T (x=0,5a)= 20 

a 


о .ýô ô o.y60 ' 


Например, для генератора “Порог-ВТ” при усредненной по поперечному 
сечению эффективной шумовой температуре Т, фр 290-350К эффективная 
шумовая температура на оси волновода в диапазоне частот 53-78 ГГц состав- 
ляет T, „в (070,3) = 580—700K. 

Подобное рассмотрение можно провести и для других типов волн и облу- 
чателей. Подробности пространственно-временной структуры излучения необ- 


ходимо знать и учитывать в случае пороговых, нелинейных и резонансных эф- 
фектов, характерных для воздействия милиметрового ЭМИ на живые системы. 


ПРОСТРАНСТВЕННО-ВРЕМЕННЫЕ ЭФФЕКТЫ ПРИ МИКРОВОЛНОВОМ 
ОБЛУЧЕНИИ В БИОМЕДИЦИНСКИХ ЭКСПЕРИМЕНТАХ 


Г.В. ПОНЕЖА 


Рассмотрены пространственно-временные энергетические соотношения для 
прямоугольного волноводного облучателя. Терапевтический эффект температурного 
миллиметрового излучения связывается с концентрацией электрического поля на оси 
волноводной линии передачи, находящейся в непосредственном контакте с облучае- 
мой поверхностью. 


ПРОСТОРОВО-ЧАСОВІ ЕФЕКТИ ПРИ МІКРОХВИЛЬОВОМУ 
ОПРОМІНЮВАННІ У БІОМЕДИЧНИХ ЕКСПЕРИМЕНТАХ 


Г.В. ПОНЕЖА 


Розглянуто просторово-часові енергетичні співвідношення для прямокутного 
хвилеводного опромінювача. Терапевтичний ефект температурного міліметрового ви- 
промінювання пов’зуеться з концентрацією електричного поля на осі хвилеводної лінії 
передачі, що перебуває у безпосередньому контакті з опромінюваною поверхнею. 
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Abstract. The paper considers the system of criteria used for clinical evaluation of 
the results obtained in microwave resonance therapy of various diseases. The cri- 
teria that objectivize the presence of specific and non-specific changes observed 
during the treatment of some diseases formed the basis for this system of criteria. 
In particular, it concerns endoscopic control and metabolism indices in case of 
patients suffering from ulcer, indices of carbohydrate metabolism and the state of 
peripheral blood circulation in case of degenerative-dystrophic defects of the 
joints. 


Ключові слова: критерій ефективності, специфічні та неспецифічні зміни, 
мікрохвильова резонансна терапія 


Адекватність сприйняття медичним загалом нових методів лікування зна- 
чною мірою залежить від об'єктивної оцінки їхньої ефективності, що має базу- 
ватись на коректній, нозологічно обгрунтованій системі клінічних критеріїв, 
які обрані авторами в процесі лікування. Ця обставина стає особливо актуаль- 
ною, потребуючи доказових аргументів, якщо йдеться про впровадження i за- 
лучення до традиційної медицини принципово нових технологій, які виникли 
завдяки новітнім уявленням про функціонування живих систем, та лежать на 
межі наук, зокрема фізики та Oiozorii[1,2,5]. 


Мета роботи 


Визначення системи критеріїв лікувальної ефективності мікрохвильової 
резонансної терапії (МРТ) у хворих з різними захворюваннями на основі клі- 
нічних і параклінічних (клініко-лабораторних та інструментальних) методів 
дослідження. 


Матеріал та методи дослідження 


Під нашим спостереженням були 120 хворих з дегенеративно-дистрофіч- 
ними захворюваннями суглобів, 28 хворих на цукровий діабет ускладнений ді- 
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абетичними полінейроангіоптіями з переважним ураженням нижніх кінцівок, 
36 хворих, що страждали на розповсюджений остеохондроз з вторинним ради- 
кулярним синдромом та 168 хворих на виразкову хворобу 12-палої кишки y 
фазі загострення. Всі хворі проходили повне необхідне обстеження залежно від 
характеру нозології. Наприклад, у хворих на виразкову хворобу проводили ен- 
доскопічне дослідження, оцінювали інтенсивність больового та диспептично- 
го синдромів, вивчали клініко-лабораторні показники, що обумовлюють міс- 
цеві фактори “захисту” (кількісне вимірювання серомукоїду та загального біл- 
ка) та “агресії” (показники секреції соляної кислоти, активності пепсину), а 
також широкий спектр біохімічних параметрів для оцінки основних шляхів ме- 
таболізму і гормональний фон, включаючи рівні гастроінтестинальних гормо- 
нів (гастрин, секретин) і регуляторні нейропептиди (ВІП-вазоактивний інтес- 
тинальний пептид, ГІП-гастрин інгібуючий пептид, бомбезин) [6]. Проводило- 
ся скринінгове дослідження імунної системи. 

Лікування хворих відбувалося згідно з методиками, розробленими в НДЦ 
КМ “Відгук” для цих видів патології, з використанням серійних приладів для 
МРТ “Арія - SC", “Поріг-1”, “Поріг-3”, AMPT-01, AMPT-02. Параметри лі- 
кування, зокрема частота та потужність випромінювання, зони та час впливу, 
кількість сеансів, визначались індивідуально для кожного хворого. Для дина- 
мічного спостереження за станом хворих використовувалися методики внутрі- 
шньоклітинного мікроелектрофорезу букального епітелію [3] i математичної 
скринінгової оцінки стану метаболізму та кровообігу [4]. 


Результати та їхнє обговорення 


Виходячи з характеру патологічного процесу і стану хворого оцінка резуль- 
татів лікування будувалася на комплексному аналізі клінічних та параклініч- 
них змін на різних рівнях проявів патологічного процесу, обумовлених відпо- 
відними діагностичними критеріями - симптомами, синдромами, загальноно- 
зологічними характеристиками. 

Зокрема при виразковій хворобі про ефективність МРТ свідчило не лише 
загоювання виразки (по результатам ендоскопічного контролю), але й норма- 
лізація секреторної функції шлунка, відновлення балансу "агресивних" та 
«захисних” факторів шлункового соку, усунення больового та диспептичного 
синдромів, відновлення працездатності. 

Кінцевий аналіз показав, що найінформативнішими виявилися традицій- 
ні для цієї патології тести: фіброгастродуоденоскопія — повне загоєння вираз- 
ки спостерігалося у 84,5% хворих (табл. 1); зниження секреторної функції 
шлунка до нормальних значень - 62,3%, підвищення концентрації білка та се- 


Таблиця 1. Результати ендоскопічного контролю у хворих на виразкову 
хворобу 12- палої кишки після МРТ 


Результат лікування Кількість хворих В % до загального 
числа 
Повне загоєння виразки 142 84,5 
Загоєння наполовину та більше 19 11,2 
Загоєння не відбулось 7 4,3 
Всього: 168 100,0 


96 


Клінічні критерії оцінки ефективності мікрохвильової резонансної терапії 


Таблиця 2 Зміни вмісту гастроінтестинальных гормонів у крові у хворих на 
виразкову хворобу під дією МРТ (Мт) 


Показник Повна ремісія Поліпшення Без змін 


Після До Після Після 


До 


| лікування | лікування | лікування | лікування | лікування 
Гастрин 55,8 9,7** | 125,4+ 7,6** | 75,44 7,0** | 90,04 6,0* 145,6+ 
пг/мл оде: | 
76,07+5,8 | 


Секретин | 7,19+2,48* | 40,4+ | 41,1+ 15,0** 267,7+ 35,0 126,8+ | 

пг/мл 10,8» 27,9* ** 

43,5+10,5 | TEST зн m КЕЕ І | EN EN 
* P < 0,05 порівняно до норми 


** P < 0,05 порівняння з показниками до та після лікування 


ромукоїда на 15,0% та 57,0% відповідно, нормалізація рівнів гастрину та сек- 
ретину (табл. 2). 

Важливо те, що зміни клініко-лабораторних показників чітко супроводжу- 
валися позитивними змінами у клінічному стані пацієнтів, зокрема, стійким 
усуненням больового та диспепсичного синдромів. Відбулися позитивні зру- 
шення і в обміні протеїнів, ліпідів та вуглеводів. Але вони були менш значимі 
ї не завжди корелювали з динамікою клінічного стану хворих. 

Таким чином, у хворих на виразкову хворобу можна виділити дві групи 
критеріальних показників. Одна з них включає нозологічні ознаки, характерні 
саме для виразкової хвороби, і позитивна динаміка їхніх змін при проведенні 
МРТ свідчить про досягнення повної ремісії. У цих випадках ми можемо го- 
ворити про одужання пацієнта. Інша група показників не є специфічною для 
цієї нозології, хоча і серед них спостерігаються позитивні зміни у процесі лі- 
кування. У загальній же системі клінічних критеріїв оцінки ефективності МРТ 
вони виконують лише додаткову, допоміжну функцію. 

Дещо інакше виглядає картина у хворих на цукровий діабет. Незалежно від 
його типу спостерігається значний позитивний клінічний ефект від застосу- 
вання МРТ, який полягає у поліпшенні суб'єктивної оцінки хворим свого ста- 
ну, регресії больового синдрому, покращенні об'єктивного стану пацієнта, ви- 
явленні позитивної динаміки у функціональній активності уражених органів. 
Водночас ми не спостерігали суттєвих змін рівня глікемії та можливості суттє- 
вого зменшення доз цукрознижуючих препаратів. Ці дані узгоджуються з ро- 
ботами Д.А. Єфімова та ін. [7]. 

Ще менше специфічна дія МРТ проявляється у хворих з дегенеративно- 
дистрофічними ураженнями суглобів та хребта. Позитивний ефект лікування 
формувався головним чином за рахунок усунення симптомів - інтенсивний 
знеболюючий ефект, зменшення набряків, покращення біомеханічних показ- 
ників функціонування суглобів (табл. 3). Проте, спостерігаючи за цими хвори- 
ми як безпосередньо після лікування, так і у віддалені строки, ми не виявили 
конструктивних ознак впливу на специфічні етіопатогенетичні ланки патоло- 
гічних процесів в бік посилення регенеративних відновлювальних процесів у 
кістковій тканині. Проте, порівняно з контрольною групою процеси руйнуван- 
ня суглобів в умовах дії МРТ розвивалися повільніше, або навіть призупиня- 
ЛИСЬ. 
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Таблиця 3. Динаміка обсягу рухів (розгинання - згинання) в колінних та 
кульшових суглобах після МРТ (М+т) 


Група хворих Сторона До 


процес лікування 
Ej b 
ў 
ri 
, 
7 


5 
5 112,1 +4,9 
Асептичний некроз ID [1032+35 | 115,1 € 2,1 | <0,01 | 
Особливо важливо, що при застосуванні МРТ, незалежно від нозології, 
спостерігаються загальні біологічні ефекти, які, на нашу думку, віддзеркалю- 
ють фундаментальні різнорівневі зміни, що відбуваються в організмі, створю- 
ючи тим самим, біохімічні і функціональні засади коригуючого впливу на па- 
тологічний процес. 

Найважливішою видається здатність МРТ нормалізувати стан мікроцир- 
куляторного русла, сприяти відновленню кровотоку у мікросудинах, нормалі- 
зувати їхню форму (табл. 4), що усуває явища агрегації формених елементів 
крові і мікротромбоутворення. Враховуючи, що порушення стану мікроцирку- 
ляції притаманне більшості патологічних процесів, нормалізуючу дію ЕМВ 


мм-діапазону на цю систему доцільно застосовувати як неспецифічний крите- 
рій оцінки ефективності МРТ. 


Таблиця 4. Зміни реовазографічних показників кровообігу в 
судинах гомілок під впливом МРТ (Мт) 


5 
Показник Група До Після Р 
хворих лікування лікування 
РІ, від. од. Гонартроз 


0,12+0,01 0,13+0,02 >0,05 
0,12+0,01 0,12+0,02 >0,05 
0,17+0,01 0,19+0,04 <0,05 
0,12+0,02 0,14+0,04 <0,05 
58,9+3,66 52,7+3,1 <0,05 
60,42,21 57,2+2,2 <0,05 
60,84,21 «0,05 
59.94.02 54,4+4,5 >0,05 
58,7+2,5 <0,01 
53,4+3,4 46,7+2,8 <0,05 
60,0+2,6 <0,05 
54,2+2,2 51,2+2,8 <0,05 
61,2+3,9 51,7+4,5 <0,01 
60,7+4,2 52,2+2,6 <0,05 


Коксартроз 


Е 


Асептичний некроз 
Дкі, % Гонартроз 
Коксартроз 


Асептичний некроз 


косо. 


Даї, % | Гонартроз 


Коксартроз 


Асептичний некроз 


dM 


Примітки: D- права гомілка, S - ліва гомілка 
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Не менш важливим видається і імуномодулююча дія МРТ. Відновлення 
спочатку функціональної активності лімфоцитів, а потім і їхнього кількісного 
балансу спостерігається при лікуванні захворювань з порушеннями їмунної си- 
стеми. Динаміка цих показників також може бути віднесена до неспецифічних 
критеріїв оцінки результату лікування, оскільки вони спостерігаються при до- 
сить широкому колі захворювань, в тому числі і при таких, коли розлади іму- 
нної системи не є патогенетично значущими. 


Висновки 


Таким чином, ми можемо зазначити, що запропонована система базуєть- 
ся на критеріях різної значущості. Перші з них це критерії загально біологіч- 
ного значення, тобто такі, що об'єктивізують процес корекції патогенетичних 
механізмів, спільних для найширшого кола захворювань. Ці механізми реалі- 
зуються зазвичай на субклітинному, клітинному та надклітинному структурних 
рівнях організму людини. Зокрема, можна говорити про універсальні анатомо- 
функціональні структури присутні в усіх органах та системах. Найяскравіший 
приклад - це система мікроциркуляції. 

Друга група критеріїв об'єктивізує процеси корекції патогенетичних меха- 
нізмів специфічних лише для певних патологічних станів, притаманних конк- 
ретним захворюванням, які мають чітко окреслені ознаки, наприклад - відно- 
влення балансу факторів "агресії" та "захисту" при виразковій хворобі. 

Третя група критеріїв має факультативний характер і об'єктивізує ступінь 
корекції патологічних змін, які спостерігаються при різних за характером за- 
хворюваннях і які не є ні специфічними, ні обов'язковими для них. 

Таким чином, виходячи з вище наведених результатів досліджень та їхньо- 
го аналізу, можна стверджувати, що для коректної оцінки клінічної ефектив- 
ності мікрохвильової резонансної терапії доцільно використовувати систему 
критеріїв, яка базується на урахуванні рівня формування симптому або синд- 
рому, який зникає під впливом лікування. 


КЛІНІЧНІ КРИТЕРІЇ ОЦІНКИ ЕФЕКТИВНОСТІ МІКРОХВИЛЬОВОЇ 
РЕЗОНАНСНОЇ ТЕРАПІЇ 


Б.П. ГРУБНИК, П.П. ЧАЯЛО 


В роботі розглянута система критеріїв, що використовуються для клінічної 
оцінки результатів мікрохвильової резонансної терапії різних захворювань. В основу 
системи покладено критерії, які об'єктивізують наявність специфічних та неспецифі- 
чних змін, що спостерігаються при лікуванні окремих захворювань, зокрема: ендоско- 
пічного контролю та показників метаболізму у хворих на виразкову хворобу, показни- 
ків вуглеводного обміну, стану периферичних судин при цукровому діабеті, біомехані- 
чних показників та стану периферичного кровообігу при дегенеративно-дистрофічних 
ураженнях суглобів. 
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КЛИНИЧЕСКИЕ КРИТЕРИЙ ОЦЕНКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ МИКРОВОЛНОВОЙ 
РЕЗОНАНСНОЙ ТЕРАПИИ 


ГРУБНИК Б.П., ЧАЯЛО П.П. 


В работе представлена система критериев, используемая для клинической оцен- 
ки результатов микроволновой резонансной терапии различных заболеваний. Система 
базируется на критериях, которые объективизируют наличие специфических и неспе- 
цифических изменений, наблюдаемых при лечении отдельных заболеваний, в частнос- 
ти: эндоскопического контроля и показателей метаболизма при язвенной болезни, по- 
казателей углеводного обмена и состояния периферического кровообращения при ос- 
ложнениях сахарного диабета, биомеханических показателей и состояния перифериче- 
ского кровообращения при дегенеративно-дистрофических поражениях суставов. 
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Abstract. The activity of serine and tyrosine protein kinases was studied in condi- 
tions of aspirin-induced stomach ulcer development. An intracellular localization 
of cAMP-, cGMP, Ca”, phospholipid- and tyrosine-dependent enzymes was 
investigated in rat stomach mucous capsule. The activity of these enzymes was 
shown to localize mainly in cytosolic fraction. The pathological process develop- 
ment causes the decrease of protein kinase activity. This effect was strongly pro- 
nounced for cGMP-dependent protein kinase. The melanin administration to ani- 
mals (Nadsoniella nigra var. hesuelica) resulted in normalization of the activity of 
all investigated enzymes in stomach mucous capsule. 


Key words: stomach ulcer, САМР-, cGMP-, Са“, phospholipid-dependent pro- 
tein kinase, melanin. 


Вступ 


Хвороби органів травлення відрізняються великим різноманіттям своїх 
морфологічних та біохімічних проявів. В основі цих захворювань можуть ле- 
жати різні патологічні процеси, такі як запалення, дисплазійні процеси, ауто- 
імунні порушення тощо. 

Для виникнення виразкової хвороби є необхідним ряд етіологічних факто- 
рів та включення у певній послідовності складних багатокомпонентних систем, 
що здатні контролювати утворення та розвиток цієї патології [1]. До механіз- 
мів, які контролюють перебіг внутрішньоклітинних подій, що пов'язані з моди- 
фікацією білкових компонентів, відносять систему протеїнкіназ [2]. 

На сьогодні залишається нез'ясованою роль різноманітних внутрішньоклі- 
тинних сигнальних систем у реалізації реакцій клітин на утворення виразки 
шлунку, а також шляхи корекції функціонування цих систем з боку противи- 
разкових препаратів, серед яких особливе місце займає меланін, який проявляє 
виражені антистресорні, імуномодулюючі та бактеріостатичні властивості [3]. 

У зв'язку з вищевикладеним метою нашої роботи було вивчити активність 
ряду протеїнкіназ за умов розвитку експериментальної виразки шлунку та 
вплив меланіну на перебіг патологічних процесів. 
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ФФ 


Матеріали і методи 


Експерименти проводились на нелінійних білих шурах-самцях (40 шт.) 
масою 180-230 г. Експериментальна виразка шлунку викликалась пероральним 
2-разовим введенням аспірину через 12 год. в дозі 150 мг/кг, як описано [4]. 

Меланін, одержаний з чорних дріжджів Nadsoniella nigra var. hesuelica, вво- 
дили за 30 хвилин до введення аспірину в дозі 20 мг/кг. 

Для виділення плазматичних мембран слизову оболонку шлунку подріб- 
нювали у гомогенізаторі протягом 3 хв. в 5-кратному об'ємі (по відношенню 
до ваги взятої тканини) середовища гомогенізації: 10 мМоль/л трис-НСІ бу- 
фер, рН=7,4, що містить 150 мМоль/л NaCl. Цю та подальші процедури i30- 
лювання проводили при температурі не вище 4"С. Подрібнену тканину гомо- 
генізували у гомогенізаторі з тефлоновим пестиком. Гомогенат фільтрували че- 
рез 2 шари марлі та центрифугували (12 000g; 20 хв.). Осад відкидали, а супе- 
рнатант центрифугували (35 0008; 60 хв.). Осад плазматичних мембран ресус- 
пендували в середовищі гомогенізації ra центрифугували (102 0008; 60 хв). 
Отриманий осад плазматичних мембран та супернатант використовували як 
джерела ферментативної активності. 

Активність протеїнкіназ визначали за включенням 32Р, із (у-°Р/-АТФ) в 
білкові субстрати. У випадку цАМФ- i цГМФ-залежних протеїнкіназ актив- 
ність визначали при наявності i за відсутності відповідних циклонуклеотидів 
згідно з рекомендаціями [5]. 

Активність Са", фосфоліпідзалежної протеїнкінази визначали за методом 
161. Визначення активності тирозинових протеїнкіназ проводили за рекомен- 
даціями [7]. Питому активність всіх ферментів виражали в пмоль "Р, за | хв 
на 1 мг білка [5]. Концентрацію білка визначали за методом Лоурі та ін. [8]. 
Статистичну обробку результатів та побудову графіків проводили на ІВМ РС 
з використанням стандартних пакетів прикладних програм. 


Результати та обговорення 


Реакції фосфорилювання, які каталізуються протеїнкіназами, шляхом ко- 
валентної модифікації клітинних білків, інтегрують основні метаболічні шля- 
хи в клітинах, беручи участь в регуляції активності низки ферментативних си- 
стем та різноманітних внутрішньоклітинних процесів |9). На сьогодні доведе- 
но фундаментальну роль процесів білкового фосфорилювання в розвитку різ- 
них патологій та виявлено зв'язок між порушенням функціонування цих сис- 
тем та виникненням хвороби. 

Нами була досліджена активність серин-треонінових та тирозинових про- 
теїнкіназ в контролі та за умов створення аспіринової моделі виразки шлунку 
щурів та вплив меланіну на перебіг досліджуваних реакцій. 

Відомо, що при розвитку патологічних процесів відбувається транслокація 
ферментів і перерозподіл їх активності між клітинними органелами, що при- 
зводить до зміни їхніхьої функцій [9]. Цей факт став підгрунтям для вивчення 
субклітинного розподілу ферментативної активності ЦАМФ-, цГМФ-, Са”, 
фосфоліпід-, та тирозинзалежних протеїнкіназ між мембранами та цитозолем 
клітин слизової шлунку в умовах розвитку експериментальної виразки. Аналіз 
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пмоль Фн/хв X мг 


а б а б а б 


Рис.1. Активність ЦАМФ - (а) та ЦГМФ- залежної протеїнкіназ (б) в клітинах слизової 
оболонки шлунку щурів. Ряд 1 — мембрани; ряд 2 — цитозоль. 

I - контроль; П — аспіринова виразка шлунку; Ш - після введення меланіну. 
експериментальних даних показав (рис. 1,2), що активність всіх досліджуваних 
ферментів зосереджена в цитозольній фракції клітин. 

Подібні результати було отримано, як на контролі, так і за умов утворен- 
ня виразки шлунку. В умовах розвитку патології активність досліджуваних 
ферментів була в 4 рази вища в цитозолі порівняно з мембранною фракцією. 
Введення меланіну експериментальним тваринам суттєво не впливало на пе- 
рерозподіл активності. 

Порівняльній аналіз рівня активності ЦГМФ-залежної та ЦАМФ- залежної 
протеїнкіназ показав, що активність обох ферментів при патологічному стані 
знижувалась (- у 2 та 1,5 раза відповідно). Введення піддослідним тваринам 
меланіну сприяло підвищенню ферментативної активності циклонуклеотидза- 
лежних протеїнкіназ з наближенням до контрольних значень. 

Отримані результати дозволяють припустити, що причиною зниження ак- 
тивності досліджуваних ферментів при виникненні виразки шлунку може бу- 
ти порушення в функціонуванні системи циклічних нуклеотидів. Високий рі- 
вень активності ЦГМФ- залежної протеїнкінази та її найбільша чутливість до 


пмоль Фні/хв х мг 


Рис.2. Активність Са", фосфоліпід - (в) та тирозинзалежної протеїнкінази (г) в кліти- 
нах слизової оболонки шлунку щурів. Ряд 1 — мембрани; ряд 2 - цитозоль. 
I — контроль; II - аспіринова виразка шлунку; Ш - після введення меланіну 
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дії патогенного фактора узгоджується з сучасними даними, які свідчать про те, 
що у патогенезі досліджуваного процесу провідну роль відіграє зниження рів- 
ня простагландинів, які у нормі стимулюють утворення шлункового слизу, ін- 
гібують шлункову секрецію тощо [10]. 

Визначення активностей Са”, фосфоліпідзалежної та тирозинової протеї- 
нкіназ показав, що найвища активність характерна для Са", фосфоліпідзале- 
жного ферменту. За умов розвитку патології активність обох ферментів знижу- 
ється (рис.2), а введення меланіну призводить до її підвищення. Встановлені 
зміни корелюють з даними попередніх досліджень, які були присвячені оцінці 
стану процесів перекисного окислення та рівня фосфоліпідів в досліджуваних 
клітинах. Отримані результати дозволяють зробити припущення, що порушен- 
ня функціонування вищезгаданих ферментів може пов'язуватись 13 змінами їх 
ліпідного оточення та безпосередньо з порушенням структури клітинних мем- 
бран [11]. 

Можливою причиною підвищення активності тирозинової кінази може 
бути викликане утворенням виразки шлунку посилення (- в 16 разів) проду- 
кції інтерлейкінів (10), які відіграють суттєву роль у регуляції активності цьо- 
го ферменту. Іншим фактором, який здатний впливати на активність даної кі- 
нази, може бути встановлене іншими дослідниками двократне, у порівнянні з 
контролем, збільшення кількості амінокислот, зокрема тирозинових, що по- 
в'язують з посиленням процесу розпаду білків, викликаного утворенням шлун- 
кової виразки [11]. 

Введення тваринам меланіну сприяло наближенню показників активності 
Са", фосфоліпідзалежної та тирозинової протеїнкіназ до їхніх значень в конт- 
рольній групі тварин. Така особливість меланіну може бути пов'язана з його 
протекторною дією, що сприяє відновленню гідрофобного стану слизової обо- 
лонки шлунку [12]. 

Отже, враховуючи той факт, що кожна з досліджуваних протеїнкіназ є ва- 
жливим компонентом у передачі інформації від клітинної мембрани до ядра, 
можна зробити припущення, що у виникненні та розвитку виразкової хворо- 
би шлунку щурів велике значення відіграють внутрішньоклітинні системи си- 
гнальної трансдукції. 
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Досліджувалась активність серинових і тирозинових протеїнкіназ за умов екс- 
периментальної аспіринової (А5А-залежної) виразки шлунку, внутрішньоклітинна ло- 
калізація ЦАМФ-, цГМФ-, Са", фосфоліпід-, та тирозинзалежних ферментів у кліти- 
нах слизової оболонки шлунку досліджуваних тварин. Встановлено, що активність усіх 
досліджуваних ферментів локалізована в основному в цитозольній фракції. Розвиток 
патологічного процесу приводить до зниження протеїнкіназної активності. Найбільш 
виражений ефект був характерний для цГМФ-залежної протеїнкінази. При введенні 
піддослідним тваринам меланіну (Nadsoniella nigra var. hesuclica), значення активності 
всіх досліджуваних ферментів слизової оболонки шлунку наближалися до контроль- 
них. 
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АКТИВНОСТЬ ПРОТЕЙНКИНАЗ КЛЕТОК СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ЖЕЛУДКА 
В УСЛОВИЯХ РАЗВИТИЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ ЯЗВЫ 


Л.И. ГАВРИШ, Л.И. ОСТАПЧЕНКО, В.А. КОВАЛЁВА 


Изучали активность сериновых и тирозиновых протеинкиназ в условиях екс- 
периментальной аспириновой (АЗА-зависимой) язвы желудка. Исследована внутри- 
клеточная локализация ЦАМФ-, циГМФ-, Са", фосфолипид-, и тирозинзависимых 
ферментов в клетках слизистой желудка исследуемых животных. Установлено, что ак- 
тивность всех исследуемых ферментов локализована в основном в цитозольной фрак- 
ции. Развитие патологического процесса приводит к снижению протеинкиназной ак- 
тивности. Наиболее выраженный ефект был характерным для цГМФ-зависимой про- 
теинкиназь. При введений подопытным животным меланина (Nadsoniella nigra var. 
hesuelica), значения активности всех исследуемых ферментов слизистой оболочки же- 
лудка приближались к контрольным. 


ЛІТЕРАТУРА 


1. Эседов 2.M., С.Н. Мамаев. Характеристика перекисного окисления липидов и 

антиоксидантной активности слизистой оболочки двенадцатиперстной кишки 

у больных язвенной болезнью// Терапевтический архив.— 1998.— №2.— С. 32- 

35 

Chan H.C., Kaetzel M.A., Gotter A.L., Dedman J.R., Nelson D.J. Annexin IV inhibits 

calmodulin-dependent protein kinase П-асНуаеа chloride conductance. A novel 

mechanism for ion channel regulation. // J. Biol. Chem. — 1994. — Vol.269.— №51. 

— P.32464-32468 

3. Островский М.А., Донцов А.Е. Физиологические функции меланина в 
организме // Физиология человека.— 1985.— Т.11, № 4.— C.670-679 

4. Оболенцева T.B., Хаджай A.H., Видюкова А.И. и др.// Влияние некоторых 
природных веществ на язвенное поражение желудка крыс, вызванное 
ацетилсалициловой кислотой // Бюлл.экспер.биол. и мед. — 1974. — T.77, № 
3. — с.39-41 

5. СШ G.N., Walton G.M. Assas ої cyclic nucleotid dependent protein kinase // Raven 
Press. 1997.— V.10. — P.93-105 

6. Остапченко JH., Протас А.Ф., Кучеренко H.E. Выделение и некоторые 
свойства Ca”, фосфолипидзависимой протеинкиназы серого вещества го 
ловного мозга крыс на раннем этапе воздействия ионизирующей радиации // 
Радиобиология. — 1986.— T.26.— N96.— С. 761-765 

7. Boutin J.C. Tyrosine protein kinase assays // J. Of Chromatogr.— 1996.— Vol.684.— 
P. 179-199. 

8. Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr A.L., Randal R.I. Protein measurement with 
Folin phenol reagent // J. Biol. Chem.— 1951. — v. 193, Nel. — P.265-275. 

9. Van Renterghem B., Browning M. Regulation of mitogen-activated protein kinase A 
and C in a cell-free system // J. Biol. Chem.— 1994.— V.269, Ne 40.— P.24662- 
24666 

10. Пасечников В.Д., Машенцева E.A., Кузнецова Н.В., Зоркин В.В., Чуков С.3., 
Правдина И.А. Воспалительньй и иммунный ответ слизистои оболочки 
желудка на HELIKOBACTER PYLORI при язвенной блезни, Российский 
журнал гастроэнтерологии, гепавтологии, колопроктологии.— 1998.— №3.— 
с.41. 

ll.Kurinets А, Lichtenberger L.M. Phosphatidylcholine-associated aspirin accelerates 
healing of gastric ulcers in rats// Dig Dis Sci.— 1998.— V.43, Ne4.— P. 786 

12. Барабой В.А. Меланин: структура, биосинтез, биологические функции // Укр. 
біохім. журн. - 1999. — Т.71, № 4. - С.5-14. 


to 


105 


ВЛИЯНИЕ ОДНОКРАТНОГО И КУРСОВОГО ПРИМЕНЕНИЯ 
ТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО УЛЬТРАЗВУКА РАЗНЫХ ИНТЕНСИВ- 
НОСТЕЙ НА РАЗВИТИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ОТЕКА 


Н.Е. НУРИЩЕНКО, С.В. АНДРЕЙЧЕНКО, Н.С. МИРОШНИЧЕНКО 


Киевский национальный университет имени Тараса Шевченко, 
кафедра биофизики 


THE INFLUENCE OF SINGLE - AND MULTIPLE — MODE 
THERAPEUTIC ULTRASOUND OF DIFFERENT INTENSITIES 
ON THE DEVELOPMENT OF CARRAGEENAN- INDUCED 
EXPERIMENTAL OEDEMA 


N.E. NURISHCHENKO, S.V. ANDREYCHENKO, 
N.S. MIROSHNICHENKO 


Kiev National University of Taras Shevchenko, Department of Biophysics 


Abstract.The influence of momentary and multiple therapeutic ultrasound (US) 
application of different intensities in the range of 0.1-1.0 Wt/sm on the realization car- 
rageenan-induced oedema in rat paw has been investigated. It has been shown that sin- 
gle US application with intensities of 0.1; 0.2; and 0.5 Wt/snr were of little efficacy in 
oedema stimulation while the US effect of 1.0 Wt/sm? was quite evident. The effect of 
multiple US application on oedema induction was dependent on US intensity. 


ВВЕДЕНИЕ 


Ультразвук (УЗ) терапевтических интенсивностей широко используется в 
клинической практике для лечения многих патологических состояний [4,8, 
11,22,27,29]. В последние годы отмечено возрастание интереса к его примене- 
нию в традиционных областях медицины, например, в кардиологии для лече- 
ния тромбозов [16], а также в ортопедии и травматологии — для улучшения за- 
живления травм мягких тканей [9,15,22,30] и переломов костей [2]. Тем не ме- 
нее в литературе не прекращаются дискуссии о целесообразности УЗ-лечения 
[5,12,20,24, 26], что во многом связано, во-первых, с недостатком знаний пер- 
вичного механизма воздействия терапевтических интенсивностей этого физи- 
ческого фактора. Во-вторых, это можно объяснить тем, что значительное ко- 
личество сведений об изменениях тех или иных клеточных функций под дей- 
ствием УЗ малых интенсивностей получены в экспериментах in vitro без учета 
влияния регуляторных механизмов [3,13,14,19]. 

Целью этого исследования было изучение предварительного однократного 
и курсового применения терапевтического УЗ разных интенсивностей (0,1 
Вт/см', 0,2 Br/cw?, 0,5 Br/cw?, 1,0 Вт/см') на течение каррагинан-индуциро- 
ванного отека лапы крыс. 


МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 


Исследования выполнены на крысах-самцах линии Вистар (180-200 г). 
Каррагинан-индуцированный отек воспроизводили в соответствии с методом 
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Winter et al [28]. 0,1 мл 1%-ного раствора каррагинана вводили B правую зад- 
нюю лапу крыс. Контролем служили животные, которым вводили 0,1 мл фи- 
зиологического раствора. Толщину лапы измеряли через 1 ч, 2ч, 3ч, Ач, 12 ч, 
24 ч после иньекции флагогена. 

При исследовании однократного воздействия УЗ животных озвучивали УЗ 
(0,88 МГц) с интенсивностями 0,1 Вт/см°, 0,2 Вт/см?, 0,5 Br/cw?, 1,0 Br/cw? за 
1 час до введения каррагинана. Время озвучивания — 10 мин, контактная сре- 
да — вазелиновое масло. 

При исследовании курсового воздействия УЗ животных подвергали 5- 
кратному озвучиванию — по 10 мин через день — с вышеуказанными интен- 
сивностями. Через 1 час после последнего озвучивания воспроизводили кар- 
рагинан-индуцированньй отек. Контрольных животных подвергали тем же 
манипуляциям, что и опытных, но УЗ прибор не включали (ложное озвучива- 
ние). 

О развитии отека судили по величине, которую рассчитывали согласно 
формуле [18]: 

1% отека) = (T; - I) - 100 / Г, где 

1 — толщина лапы после введения каррагинана; 

1, - толщина лапы до введения каррагинана. 


РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 


Введение каррагинана в лапу крыс вызывает развитие отека с максималь- 
ной величиной через 3 часа после иньекции флагогена (табл. 1, 2). Однократ- 
ное озвучивание животных с интенсивностями 0,1 Вт/см?, 0,2 Br/cw?, 0,5 Вт/см? 
не вызывает существенных изменений каррагинанового отека (табл. 1). Одна- 
ко, наблюдаются некоторые колебания развития отека. Так, однократное воз- 
действие УЗ с интенсивностю 0,2 Вт/см? снижает отек на 13,4 % через 4 часа 
после введения каррагинана, а в других временных интервалах не оказывает 
существенного влияния. Предварительное однократное воздействие УЗ с ин- 
тенсивностю 1,0 Вт/см' усиливает каррагинановый отек лап (табл. 1). 

При исследовании курсового действия УЗ установлена его способность 
по-разному в зависимости от интенсивности влиять на каррагинан-индуциро- 
ванный отек лапы крыс (табл.2). 

УЗ терапевтических интесивностей применяется для лечения многих забо- 
леваний [4, 8, 11, 16, 17, 22, 26, 29]. В последние годы этот физический фак- 
тор используют с целью ускорения заживления ран [14, 15, 17, 21]. 

В связи с этим вопрос о влиянии УЗ на течение воспалительных процес- 
сов актуален и в настоящее время является предметом многочисленных экспе- 
риментальных и клинических исследований [10, 13, 14, 19]. 

Каррагинан-индуцированный отек принято подразделять на две основные 
фазы: первая фаза (0,5-1,5 часа) связывается с выделением гистамина и серо- 
тонина, а вторая (2-6 часов) — с выделением простагландинов, а также мигра- 
цией нейтрофилов в очаг воспаления и выделением медиаторов воспаления и 
реактивных кислородных форм (РКФ), таких как гидроген пероксид, суперок- 
сид, гидроксильный радикал [23]. Установлено, что в развитии каррагинано- 
вого отека РКФ играют важную роль, оказывая токсическое действие и стиму- 
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Таблица 1. Влияние однократного воздействия УЗ разных интенсивностей 
на развитие каррагинан-индуцированного отека лапы крыс (в %) 


| Время, Тип воздействия 


Каррагинан УЗ + каррагинан 
| 0,1 Вт/см' | 0,2 Br/cw | 0,5 Вт/см' | 1,0 Вт/см 
1 37,5+5,6 33,4+2,08 25,5t1,1 39,624,2 ] 50,8+6,8* 


46,8+5,1 46,3+2,8 44,6+1,6 55,717,2 58,0+6,3 
67,7+2,4 61,8+4,3 64,2+2,9 68,7+5,0 72,8+9,7 
55,6+2,7 48,9+1,7 42,2+0,6* 60,3+4,4 | 60,8+9,8 
| 31196 28,8122 30,8:3,0 34,2+0,7 39,1+7,8 

99137 | 7,62, | 102232 15,9+1,0 20,0+7,3 


* — р< 0,05; достоверная разница исследованных величин относительно группы 
животных с каррагинановым отеком 


лируя окислительные процессы (в частности ПОЛ), а также служат активато- 
рами воспалительной сигнальной трансдукции [6, 7, 21, 23, 25]. 

В связи с этим каррагинановую модель можно использовать не только для 
исследования противовоспалительного действия, но и для изучения влияния 
различных факторов на свободнорадикальные процессы при воспалении. 

В наших исследованиях показано, что однократное применение УЗ с ин- 
тенсивностями 0,1 Вт/см? , 0,2 Br/cw?, 0,5 Br/cw? не оказывает влияния на раз- 
витие каррагинанового отека лапы крыс, а УЗ с интенсивностью 1,0 Вт/см2 
способен усиливать его. 

Курсовое применение УЗ с интенсивностью 0,1 Вт/см? снижает развитие 
каррагинанового отека, проявляя влияние как на первую, так и на вторую его 
фазы. УЗ с интенсивностью 0,2 Br/cw? также способствует снижению отека Ye- 
рез 2ч, 3ч, 4ч, 12 часов. УЗ с интенсивностью 0,5 Вт/см' не оказывает суще- 
ственного влияния, а УЗ с интенсивностью 1,0 Вт/см' - потенцирует воспа- 
ление и смещает пик его развития с третьего до второго часа. 

Наши данные согласуются с исследованиями Fyfe et al [10], а также c pe- 
зультатами, полученными в работе [1], которые показали, что пятикратное 03- 
вучивание крыс УЗ с интенсивностью 0,2 Вт/см? примерно вдвое уменьшало 
проявление анафилактоидного воспаления, спровоцированного внутрибрю- 
шинной инъекцией яичного белка, а также отек легкого, вызванный введени- 
ем хлористого аммония. Курсовое озвучивание препятствовало росту уровня 
гистамина, служащего пусковым механизмом воспалительного процесса в обе- 
их моделях. Это, по мнению авторов, и определило меньшую тяжесть воспро- 
изводимых патологических процессов. 

Как видно из представленных результатов, курсовое применение УЗ ока- 
зывает влияние как на первую фазу каррагинанового отека, связанную с вы- 
делением гистамина и серотонина, так и на вторую его фазу, для которой ха- 
рактерно повышенное выделение медиаторов воспаления и РКФ. Снижение 
отека наблюдается при курсовом применении низких интенсивностей УЗ, ока- 
зывающих стимулирующее влияние на клеточный метаболизм, также повыша- 
ющих уровень НАДН и адениловых нуклеотидов [1]. УЗ со средними интен- 
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Таблица 2. Влияние курсового воздействия УЗ разных интенсивностей на 
развитие каррагинан-индуцированного отека лапы крыс (в %) 


Время, Тип воздействия | 
Каррагина [ УЗ * каррагинан ] 
H 0,1 Br/cw^ | 0,2 Вт/см' | 0,5 Br/cw! | 1,0 Вт/см 
1 31,8+3,7 | 15,343,8* 19,4+4,5* | 36,1+4,6 40,1+2,7* 
2 45,4+3,7 20,6+3,9* | 30,8+4,5* 59,7+3,8 | 85,1+3,4* | 
3 69,6+6,0 48,0+6,0* | 53,0+4,4* 79,7+3,3 80,3+6,2* 
4 53,5+4,3 | 27,9+6,5* | 28,0-4,3* 56,7+4,9 65,2+4,4 
12 36,2+4,2 д 22,8+4,3* 19,5+2,9* 20,7+3,1* 22,8+5,8 
24 20,9+3,6 10,3+3,5* 13,9+1,6 12,9+2,6 12,0+1,6 


* — p< 0,05; достоверная разница исследованных величин относительно группы 


животных с каррагинановым отеком 


сивностями (выше 0,6 Вт/см') угнетает гликолиз, снижает уровень НАДН и 
алениловых нуклеотидов |1]. Такие изменения, по-видимому, не успевают 
компенсироваться репарационными системами и являются синергичными по 
отношению к изменениям клеточного метаболизма, вызванным развитием 
воспалительного процесса. Это и является причиной отек-потенцирующего 
действия УЗ с интенсивностью 1,0 Br/cw?. 

Необходимо отметить, что отсутствие эффекта при однократном озвучива- 
нии и его проявление при курсовом применении УЗ указывает на роль адап- 
тационных процессов, развивающихся под действием повторяющихся озвучи- 
ваний с малой интенсивностью [1]. Более высокие интенсивности (выше 0,5 
Вт/см') лежат за пределами стимулирующих доз УЗ и оказывают повреждаю- 
щие эффекты, способствующие развитию воспаления. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


1. Показано, что однократное применение УЗ с интенсивностями 0,1 
Вт/см"; 0,2 Br/cw'; 0,5 Вт/см не оказывает существенного влияния на разви- 
тие отека, а УЗ с интенсивностью 1,0 Вт/см? способен усиливать ero. 

2. При исследовании курсового действия УЗ утановлена его способность 
по разному, в зависимости от интенсивности, влиять на каррагинан-индуци- 
рованный отек. 

3. Отсутствие эффекта при однократном озвучивании и его проявление 
при курсовом применении УЗ указывает на роль адаптационных процессов, 
развивающихся под действием повторяющихся озвучиваний с малой интен- 
CHBHOCTbIO. 

4. Интенсивности выше 0,5 Вт/см лежат за пределами стимулирующих 
доз УЗ и оказывают повреждающие эффекты, способствующие развитию вос- 
паления. 
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ВПЛИВ ОДНОРАЗОВОГО І КУРСОВОГО ЗАСТОСУВАННЯ ТЕРАПЕВТИЧНОГО 
УЛЬТРАЗВУКУ РІЗНИХ ІНТЕНСИВНОСТЕЙ НА РОЗВИТОК ЕКСПЕРИМЕН- 
ТАЛЬНОГО НАБРЯКУ 


Н.Є. НУРИЩЕНКО, С.В. АНДРЕЙЧЕНКО, М.С. МІРОШНИЧЕНКО 


Досліджено вплив одноразового і курсового застосування терапевтичного уль- 
тразвуку (УЗ) різної інтенсивності на перебіг каррагінан-індукованого набряку 
(0,1-1,0 Вт/см') лапи щурів. Показано, що одноразове застосування УЗ з інтенсивно- 
стями 0,1 Вт/см?; 0,2 Вт/см?; 0,5 Вт/см? не призводить до розвитку помітного набряку, 
тоді як УЗ з інтенсивністю 1,0 Вт/см’ обумовлює його посилення. При дослідженні 
курсового впливу УЗ встановлено його здатність по-різному, залежно від інтенсив- 
ності, впливати на перебіг експериментального запалення. 


ВЛИЯНИЕ ОДНОКРАТНОГО И КУРСОВОГО ПРИМЕНЕНИЯ ТЕРАПЕВТИЧЕС- 
КОГО УЛЬТРАЗВУКА РАЗНЬХ ИНТЕНСИВНОСТЕЙ НА РАЗВИТИЕ ЗКСПЕРИ- 
МЕНТАЛЬНОГО ОТЕКА 


Н.Е. НУРИЩЕНКО, С.В. АНДРЕЙЧЕНКО, Н.С. МИРОШНИЧЕНКО 


Исследовано влияние однократного и курсового применения ультразвука (УЗ), 
разной интенсивности (0,1—1,0 Вт/см?) на течение каррагинан-индуцированного оте- 
ка лапы крыс. Показано, что однократное применение УЗ с интенсивностями 0,1 
Вт/см?; 0,2 Br/cw^; 0,5 Вт/см' не оказывает существенного влияния на развитие отека, 
а УЗ с интенсивностью 1,0 Br/cw? способен усиливать его. При исследовании курсо- 
вого действия УЗ установлена его способность по-разному, в зависимости от интен- 
сивности, влиять на течение экспериментального воспаления. 
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CYTOBIOPHYSICAL INDEX OF ACTIVITY OF THE NUCLEI 
OF BUCCAL EPITHELIUM NATIVE CELLS IN DIABETES 
MELLITUS PATIENTS 


D.A. EFIMOV, E.V. BABYUK 
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Abstract. In 230 patients with diabetes mellitus a study has been conducted of the 
cytobiophysical index of activity of buccal epithelium nuclei as a criterion for esti- 
mation of the efficacy of treatment with traditional methods and in combination 
with microwave resonance therapy (MRT). It has been shown that a combination 
of traditional methods with MRT had a normalizing effect on the energetic state 
of cells of patients aged 20 to 60 years. The advisability of including MRT in the 
complex for treatment of patients with diabetes mellitus has been suggested. 


Key words: Diabetes mellitus, microwave resonance therapy, buccal epithelium, 
cytobiophysical index. 


Вопросы патогенеза и эффективности лечения хронических осложнений 
сахарного диабета представляют собой одну из важных проблем современной 
диабетологии. Поэтому поиск новых способов объективизации изменений 
функционального состояния организма в процессе лечения остается актуаль- 
ным. Разработанный метод определения электрокинетических свойств клеточ- 
ных ядер в пробе буккального эпителия путем внутриклеточного микроэлект- 
рофореза находит как практическое применение, так и теоретический интерес 
[4, 6, 8, 11, 15]. Эта методика нашла достаточно широкое применение в кар- 
диологии, онкологии, хирургии, стоматологии, генетике и др. [12, 13, 14, 15, 
16]. Достоинством метода является нетравматичность, бескровность и безбо- 
лезненность взятия пробы клеток, нативность изучаемых клеток, скорость ана- 
лиза, простота и доступность. 

Считают, что метод определения изменений свойств клеточных ядер на- 
тивных клеток человека может быть использован для определения биологиче- 
ских последствий различных видов лечения, в том числе физиотерапевтичес- 
ких процедур и решения вопроса об их индивидуальной дозировке. 

Целью данного исследования было изучение цито-биофизического пока- 
зателя активности ядер буккального эпителия как критерия оценки эффектив- 
ности лечения больных сахарным диабетом при традиционном методе лече- 
ния, так и в сочетании с микроволновой резонансной терапией (МРТ). 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 


Цито-биофизический показатель ядер нативных клеток буккального эпи- 
телия и определение биологического возраста исследованы у 230 больных са- 
харным диабетом, из них 112 человек — при традиционном виде лечения и 118 
человек — в сочетании с микроволновой резонансной терапией B возрасте от 
20 и старше 60 лет. Возрастные категории больных при традиционном лечении 
распределялись следующим образом: группа 20-45 лет составляла 61 человек, 
45-50 лет — 8 человек, 50-60 лет — 22 человека, старше 60 лет — 21 человек. 
При сочетании традиционного лечения с МРТ в группе 20-45 лет было 65 че- 
ловек, 45-50 лет — 5 человек, 50-60 лет — 21 человек, старше 60 лет — 27 че- 
ловек. Все больные, помимо диеты получали гипогликемизирующие препара- 
ты (инсулин или сульфаниламиды) в индивидуальной дозировке. Лечение с 
помощью МРТ состояло из 10 процедур по методу С.П.Ситько [6]. 

Методика исследования цито-биофизического показателя клеток буккаль- 
ного эпителия заключалась в проведении микроэлектрофореза пробы клеток 
при помощи модифицированного импульсного стимулятора типа ИСЭ-01 в 
плоской камере в растворе фосфатного буфера (рН=7,0) в режиме 0,10,01 мА 
при напряжении 30 В. В однослойном мазке эпителиальных клеток при уве- 
личении 200 определяли процент клеток с ядрами, смещающимися при эле- 
ктрофорезе (изменяя полярность электродов переключением тумблера) в сто- 
рону анода (активные ядра) и неподвижные (пассивные ядра). В каждом пре- 
парате просматривали не менее 100 клеток и рассчитывали процент смещаю- 
щихся электроотрицательных ядер (ЭОЯ), так называемый цито-биофизичес- 
кий показатель активности ядер нативных клеток буккального эпителия [7, 
11]. Полученные данные сравнивали со среднестатистической кривой, которая 
позволяет определить биологический возраст человека [8]. 

Исследования проводили натощак в одни и Te же часы (утром). 

Полученные данные обрабатывали статистически методом Вилкоксона- 
Манна-Уитни [1]. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ. 


Сравнительные характеристики цито-биофизических показателей до и по- 
сле лечения проводили в более многочисленных возрастных категориях боль- 
ных. Результаты влияния МРТ у больных сахарным диабетом на активность 
ядер буккального эпителия и биологический возраст представлены в таблице 1. 

Полученные результаты показали большую эффективность сочетания тра- 
диционного лечения с МРТ в группе больных 1-й возрастной категории (20- 
45 лет). Так, цито-биофизический показатель увеличился на +442 %, в TO вре- 
мя как процент пассивных ядер снизился на -Л26,8 %. Биологический возраст 
до лечения был 54 года, при этом средний паспортный возраст обследованных 
больных составлял 33,7 года. После проведенного лечения относительное ко- 
личество электроотрицательных ядер приближалось к возрастной норме паци- 
ентов, биологический возраст равнялся 38 годам (улучшение на A30 %). 

Во второй возрастной категории больных (50-60 лет) результат был ниже. 
Цито-биофизический показатель увеличился на +419 %, процент пассивных 
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п с M M — 


ядер снизился на -A14 %. До лечения биологический возраст составлял 56 лет. 
Средний паспортный возраст в этой группе был 54 года. После проведенного 
курса терапии наблюдалась его положительная динамика до 47 лет. 

В третьей возрастной группе достичь результатов не удалось. 

Предварительные результаты исследований показали, что до применения 
МРТ у больных сахарным диабетом цито-биофизический показатель активных 
электроотрицательных ядер клеток буккального эпителия не соответствовал 
возрастной норме в 80 % случаев, в то время как после лечения данный пока- 
затель не соответствовал возрастной норме только в 30 % случаев. 

Аналогичные показатели исследовались у больных сахарным диабетом при 
традиционном методе лечения. Результаты представлены в таблице 2. 

Как видно из таблицы, традиционный метод лечения больных сахарным 
диабетом не повлиял на цито-биофизический показатель ядер буккального 
эпителия и биологический возраст пациентов. 

Как известно, биологический возраст может существенно отличатся от 
хронологического или паспортного и это является важной характеристикой 
энергетического состояния больного. На цито-биофизический показатель ак- 
тивности электроотрицательных ядер клеток буккального эпителия влияют эн- 
догенные и экзогенные факторы. Кроме того, данный показатель зависит от 
типа нервной системы и обмена веществ больного. К. числу оказывающих вли- 
яние факторов относится утомление, вредные внешние воздействия (алкоголь, 
курение, интоксикация и т.д.), различные заболевания, изменяющие общий 
энергетический статус организма, эмоциональные стрессы, время суток, при- 
ем пищи и др. [11]. 

Соотношение возраста и процент электроотрицательных ядер практически 
здоровых людей имеет вполне определенную динамику. Так, этот показатель 
достигает максимум к возрасту 23-25 лет (от 70 до 85 %). Затем начинается 
плавное его снижение и в старческом возрасте он не превышает 10-15 % 1. 
Выявленная связь между показателем электроотрицательности ядер клеток и 
возрастом пациента позволяет определять его физиологическое состояние. 

Исследованнье воздействия МРТ вызывают ответную реакцию организма 
по показателям электроотрицательности ядер, причем эта реакция имеет раз- 
ную направленность, зависящую от исходного уровня данного показателя у 
больного и его физиологического состояния. У пациентов с исходным показа- 
телем электроотрицательных ядер клеток ниже возрастной нормы после лече- 
ния он возрастает, с показателем выше нормы — снижается. Сочетание тради- 
ционного метода лечения с МРТ оказывает нормализующее влияние на энер- 
гетическое состояние клеток больных от 20 до 60 лет. Наблюдающаяся дина- 
мика количественных показателей (количества электроотрицательных ядер, 
пассивных ядер и биологический возраст) препаратов буккального эпителия в 
методе клеточного микроэлектрофореза в ходе лечебного процесса дает осно- 
вание для применения его в качестве контроля эффективности МРТ. Получен- 
ные данные свидетельствуют об усилении функциональной активности изуча- 
емых структур под влиянием МРТ. 

Среди методов немедикаментозной коррекции нарушений обмена веществ 
при сахарном диабете применяют метод МРТ, позволяющий стимулировать 
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Таблица 1. Влияниє МРТ на активность ядер буккального зпителия и 
биологический возраст у больньх сахарньм диабетом. 


ДО ЛЕЧЕНИЯ 

% ядер Биолог. 
Актив- | Пассив | возраст 
ные ные 


ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ | 
% ядер Биолог. 
Пассив | возраст 
ные 


47 


р<0.05 
Примечание: І - группа больных 20-45 лет 
П - группа больных 50-60 лет 


62 
р>0.05 | р>0.05 
Ш - группа больных более 60 лет 
функцию поджелудочной железы электромагнитным излучением крайне высо- 
кой частоты (ЭМИ КВЧ) миллиметрового диапазона нетепловой природы пу- 
тем воздействия на биологически активные точки, применяемые в акупункту- 
ре [2, 3, 4]. Основной эффект МРТ заключается в целенаправленном воздей- 
ствии ЭМИ КВЧ на основные адаптивные системы организма с восстановле- 
нием гомеостаза и нормализацией метаболических процессов [4, 6]. 

К подобному заключению пришли ряд авторов [6, 9, 10], которые изучали 
влияние электромагнитного излучения миллиметрового диапазона нетепловой 
природы на электрокинетические свойства ядер буккального эпителия. Пола- 
гают, что эффекты микроволнового воздействия на уровне клеточного ядра 
еще недостаточно изучены [10]. Существующие сведения о влиянии крайне 
высокой частоты на электроотрицательность ядер рассматривают как эффект 
повышения проницаемости клеточных мембран для ионов калия и натрия, что 
является одним из механизмов, обусловливающих изменение электрокинети- 


Таблица 2. Активность ядер буккального эпителия и биологический 
возраст больных сахарным диабетом при традиционном методе лечения. 


Возраст ДО ЛЕЧЕНИЯ ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ і 
катего- Уь ядер | Биолог. Биолог. 
рии Актив- | Пассив | возраст возраст 
ные ные ные 
49 m 5] 45 2 | 4 
р>0.05 | р>0.05 
45 55 52 54 50 
р>0.05 | р>0.05 
Примечание: І - группа больных 20-45 лет П - группа больных 50-60 лет 
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ческих свойств хроматина и ядер при микроволновом облучении [9, 10]. Вы- 
сказывают предположение о том, что быстроту реакций организма на сверх- 
низкоинтенсивное ЭМИ на уровне генетического аппарата клетки можно объ- 
яснить тем, что в процессе отклика участвуют цепочки водородных связей на 
поверхности раздела жидких и твердых структур организма. Резонансное воз- 
действие ЭМИ миллиметрового диапазона, по-видимому, упорядочивает про- 
тонный транспорт в пределах целого организма и улучшает при этом энерге- 
тику метаболических процессов [6]. 

Выяснение этого механизма особенно важно для подтверждения патогене- 
за и эффективности лечения осложнений у больных сахарным диабетом мето- 
дом МРТ. 


ЦИТОБІОФІЗИЧНИЙ ПОКАЗНИК АКТИВНОСТІ ЯДЕР НАТИВНИХ КЛІТИН 
БУКАЛЬНОГО ЕПІТЕЛІЮ У ХВОРИХ НА ЦУКРОВИЙ ДІАБЕТ 


Д.А. ЄФІМОВ, Є.В. БАБЮК 


У 230 хворих на цукровий діабет досліджено цитобіофізичний показник актив- 
ності ядер букального епітелію, як критерію оцінки ефективності лікування тра- 
диційним методом та у сполученні з мікрохвильовою резонансною терапією. Було по- 
казано, що сполучення традиційного методу лікування з МРТ має нормалізуючий 
вплив на енергетичний стан клітин хворих у віці від 20 до 60 років. Висловлюється 
думка про доцільність включення МРТ у комплекс лікування хворих на цукровий 
діабет. 


ЦИТОБИОФИЗИЧЕСКИЙ ПОКАЗАТЕЛЬ АКТИВНОСТИ ЯДЕР НАТИВНЫХ 
КЛЕТОК БУККАЛЬНОГО ЭПИТЕЛИЯ У БОЛЬНЫХ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 


Д. А. ЕФИМОВ, Е.В. БАБЮК 


У 230 больных сахарным диабетом проведено исследование цитобиофизичес- 
кого показателя активности ядер буккального эпителия, как критерия оценки эффек- 
тивности лечения традиционным методом и в сочетании с микроволновой резонанс- 
ной терапией. Показано, что сочетание традиционного метода лечения с МРТ оказы- 
вает нормализующее влияние на энергетическое состояние клеток больных в возрасте 
от 20 до 60 лет. Высказано мнение о целесообразности включения МРТ в комплекс 
лечения больных сахарным диабетом. 
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ХРОНІКА НАУКОВОГО ЖИТТЯ 


ПРО РОЗШИРЕНЕ ВИЇЗНЕ ЗАСІДАННЯ ПРЕЗИДІЇ 
УКРАЇНСЬКОГО БІОФІЗИЧНОГО ТОВАРИСТВА 
ТА ВОЛИНСЬКОГО ВІДДІЛЕННЯ УКРАЇНСЬКОГО 
БІОФІЗИЧНОГО ТОВАРИСТВА 


18-21 вересня цього року в м. Луцьку в рамках святкування 10-ої річниці 
Волинського державного університету відбулося спільне засідання Президії 
Українського біофізичного товариства та його Волинського відділення. Ор- 
ганізаторами цього заходу виступили Президент Українського біофізичного 
товариства (УБФТ) академік АН ВШ України, завідувач кафедри біофізики 
біологічного факультету Київського національного університету імені Тараса 
Шевченка професор Мірошниченко М.С. та голова Волинського відділення 
цього товариства, академік АН ВШ України, професор ВДУ імені Лесі Ук- 
раїнки Коцан Т.Я. 

Цей захід розпочався із зустрічі організаторів та запрошених на засідання 
із головою Обласної ради Волинської області Дмитриком В.П. На цій зустрічі 
серед запрошених були присутні: лауреат Нобелівської премії, директор 
Міжнародного центру біоінженерії (Варшава, Польща) професор Наленч M., 
академік НАН України, завідувач кафедри біохімії біологічного факультету 
Київського національного університету імені Тараса Шевченка професор Ку- 
черенко М.Є., завідувач кафедри біофізики Донецького медичного університе- 
ту, професор Лях Ю.Є., академік АНВШ України, професор кафедри біофізи- 
ки біологічного факультету Київського національного університету імені Тара- 
са Шевченка Зима В.Л., директор науково-дослідного центру квантової меди- 
цини “Відгук” (м. Київ), шевалье Бельгійського королівства, професор Сітько 
С.П., директор НДІ фізіології імені академіка Петра Богача, завідувач кафед- 
ри фізіології людини та тварин біологічного факультету Київського національ- 
ного університету імені Тараса Шевченка, професор Макарчук M.IO., завіду- 
вач кафедри біофізики Львівського національного університету імені І.Фран- 
ка, доцент Санагурський Д.1., доцент Сімферопольського Національного 
університету імені В.І.Вернадського Мартинюк В.С. Змістовна і цікава розмо- 
ва є добрим свідченням розуміння керівництвом області важливості розвитку 
фундаментальних наукових розробок та досліджень в Україні. На зустрічі 
підкреслювалась необхідність об'єднання зусиль вчених як в рамках різних 
регіонів України, так і співпраці українських вчених з вченими Польщі. Про 
такі плідні контакти на зустрічі говорив голова облради і професор Наленч М. 

По закінченні зустрічі в облраді запрошених гостей познайомили з 
історією становлення і розвитку науки і освіти у Волинському державному 
університеті імені Лесі Українки, зокрема на кафедрах біологічного факульте- 
ту. Гостей також ознайомили із сучасним бібліотечним комплексом універси- 
тету, який вражає не лише своїми архітектурними формами, а передусім чудо- 
вими читальними залами, обладнаними комп'ютерами, які мають вихід в 
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Інтернет. Загалом університет має 18 таких комп'ютерних класів, якими кори- 
стуються як студенти, так і співробітники університету. 

Центральною подією виїзного засідання стало його пленарне засідання, 
яке відбулося в актовій залі університету. Відкрив це засідання професор Ко- 
цан LA., який привітавши всіх присутніх, надав слово проректору з наукової 
роботи Волинського держуніверситету професору Давидюку Г.Є. Професор 
Давидюк Г.Є. від імені керівництва університету подякував присутніх гостей за 
високу честь, яку вони надали університету, обравши саме його місцем прове- 
дення такого засідання та побажав плідної роботи. 

Продовжив роботу засідання Президент Українського біофізичного товари- 
ства професор Мірошниченко М.С., який тепло привітав усіх присутніх з 
ювілеєм університету та в честь цього подарував повний комплект навчальної 
літератури з біофізики та біохімії, авторами якої є провідні вчені Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка та АН України. У своїй до- 
повіді Мірошниченко М.С. дав розгорнуту характеристику діяльності біофізич- 
ного товариства за минулі роки та розповів про найближчі плани в його роботі. 

Доповідь Нобелівського лауреата професора Наленча М. була присвячена 
теоретичним узагальненням щодо біоінженерії та біокібернетики як наукових 
напрямів та розкриттю їхньої ролі в розвитку надсучасних технологій та методів 
лікування, створення нових лікарських засобів, біотехнології, нанотехнології то- 
що. Послідовна і глибока логіка та аргументація представлені в доповіді — кла- 
сичний приклад наукового виступу справжнього вченого, який здатний глибокі 
теоретичні постулати реалізувати в сфері практичного застосування. В кінці 
своєї доповіді професор Наленч М. розповів також про роботу створеного і очо- 
люваного ним Міжнародного центру біомедичної інженерії та біокібернетики і 
висловив побажання бачити українських вчених у цьому центрі. 

Професор Сітько С.П. прочитав для присутніх лекцію "Фізика живого як 
новий крок в пізнанні природи життя". Тривалі теоретичні пошуки та прак- 
тична реалізація основних узагальнень цих пошуків, зроблені автором, дозво- 
ляють по-новому подивитись на фундаментальні проблеми, вирішення яких на 
сьогоднішній день класичною наукою вважається неможливим, а зроблені 
спроби оцінюються як ірраціональні. Професор Сітько С.П. на основі строгої 
математичної логіки та фундаментальних законів будови мікро- та макросвіту 
в своїй лекції зробив спробу пояснити присутнім суть свого вчення, яке, за 
словами автора, дозволяє нам наблизитись до пізнання самого життя. 

"Білкові мотори" - таку назву мала доповідь професора Зими В.Л. В 
цікавій і водночас глибоко професійній манері В.Л.Зима продемонстрував 
присутнім вражаючі приклади робочих "інструментів", які створила природа 
для виконання різних функцій. Складна і раціональна побудова природних 
моторів поєднується з величезною перевагою цих утворів за потужністю, яку 
вони здатні розвивати, в порівнянні з найсучаснішими рукотворними мотора- 
ми. Тож, як завершив свою доповідь професор Зима В.Л., нам є ще чому вчи- 
тися у природи. 

Професор Макарчук М.Ю. присвятив свою доповідь несенсорним 
функціям нюхового аналізатора. Багаторічні дослідження науковців кафедри 
фізіології людини та тварин та Інституту фізіології імені Петра Богача 
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Київського національного університету імені Тараса Шевченка, присвячені 
вивченню нюхового аналізатора, загалом дозволили експериментально довес- 
ти, що структури нюхового аналізатора є однією з важливих активуючих сис- 
тем мозку. Особливістю цієї системи активації є тісний зв'язок процесів акти- 
вації з диханням та подразнюючою дією потоку повітря. У цьому випадку сти- 
мулюючий вплив запахів є лише одним із елементів в роботі цієї системи. 

Всі доповіді викликали великий інтерес у студентів, викладачів та на- 
уковців університету, про що з великим ентузіазмом говорив завідувач кафед- 
ри фізіології людини та тварин ВДУ імені Лесі Українки, професор Гіттік Л.С. 

Впродовж перебування у Волинському університеті запрошені гості брали 
участь в кількох засіданнях, на яких обговорювалися як наукові, так і ор- 
ганізаційні питання роботи Українського біофізичного товариства. Загальною 
думкою, висловленою на таких засіданнях, була думка про доцільність і висо- 
ку ефективність в роботі товариства, продовження подібної практики виїзних 
засідань у інших регіонах України. 

Для запрошених гостей були організовані екскурсії з відвіданням історич- 
них місць Луцька. Побували гості в Зимненському жіночому монастирі та 
відвідали з екскурсією Шацький національний парк. 


Голова Всеукраїнського біофізичного товариства 
професор Мірошниченко М.С. 


13-Я МЕЖДУНАРОДНАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ "СВЧ-ТЕХНИКА 
И ТЕЛЕКОММУНИКАЦИОННЫЕ ТЕХНОЛОГИИ" 
(КРЫМИКО-2003) 


8-12 сентября 2003 года в г. Севастополе прошла 13-я Международная 
конференция "СВЧ-техника и телекоммуникационные технологии". Конфе- 
ренция проходила на базе Севастопольского национального технического уни- 
верситета, Черноморского филиала МГУ им. М. В. Ломоносова и Морского 
гидрофизического института НАН Украины. 

В программу и сборник материалов конференции было включено 306 до- 
кладов ученых и специалистов из Беларуси, Великобритании, Германии, Ка- 
нады, Кореи, России, США, Украины и других стран как ближнего, так и 
дальнего зарубежья. 

В течение четырех дней на 6 пленарных и 27 секционных заседаниях бы- 
ли представлены различные доклады по СВЧ-технике и ее применению в ме- 
дицине, промышленности, на транспорте и других областях науки и техники. 
Особый интерес вызвали заказные и обзорные доклады "Полупроводниковые 
гетероструктуры для лазеров и полевых СВЧ-транзисторов", авторы 
Алферов Ж.И., Малеев Н. А., Леденцов Н. Н., Устинов В. М. (Физико-техни- 
ческий институт им. Иоффе РАН, г. Санкт-Петербург), "Фундаментальные 
проблемы биологии с позиции квантовой физики живого", автор Ситько С. П. 
(НИЦ квантовой медицины "Видгук", г. Киев), "Схемотехнические и конст- 


руктивно-технологические аспекты построения синтезаторов частот для совре- 
менных РЛС", автор Хитровский В. А. (ГПНИИ "Орион", г. Киев) и др. 

В рамках конференции проведен семинар "Применение СВЧ-техники в 
медицине и экологии" (руководители семинара проф., д.ф.-м.н. Ситько С.П. и 
проф., д.т.н. Манойлов В.Ф.). 

В программу семинара было включено 20 докладов, в том числе, по во- 
просам: физические основы электромагнитного воздействия на человека, ме- 
тодология использования СВЧ-сигналов в практической медицине, аппаратур- 
ное обеспечение технологий микроволновой терапии, особенности измерения 
сверхслабых сигналов. 

В работе семинара приняли участие известные украинские ученые д.ф.- 
м.н. Ситько С.П., д.т.н. Скрипник Ю.А., д.б.н. Шахбазов В.Г., д.м.н. Гуляр 
C.A., д.м.н. Лиманский, д.т.н. Яненко А.Ф., к.т.н. Гимпилевич Ю.Б., к.т.н. 
Шевченко К.Л., к.м.н. Грубник Б.П. 

Наибольший интерес вызвали доклады ученых и специалистов из тради- 
ционно сильных центров по изучению влияния СВЧ-сигналов на человека и 
биологические объекты городов Киева, Харькова, Днепропетровска. К наибо- 
лее интересным следует отнести следующие доклады. 

"Методологические аспекты использования технологий квантовой меди- 
цины", докладчик к.м.н. Грубник Б.П., НИЦ КМ "Видгук", г. Киев, в котором 
рассмотрены вопросы практического использования микроволновой резонанс- 
ной терапии в условиях современной клиники и методологические подходы к 
определению лечебной тактики и параметров лечения в конкретных случаях. 

"Живая материя в электромагнитных полях техногенного происхождения" 
докладчик проф., д.б.н. Шахбазов B.T., ХНУ им. В.Н. Каразина, г. Харьков. В 
докладе приводятся результаты изучения экспериментального воздействия ми- 
кроволнового излучения низкой интенсивности на живые организмы. Обсуж- 
даются возможные последствия воздействия низкоинтенсивного ЭМИ на би- 
ообъекты. 

"Функциональная система регуляции электромагнитного баланса организ- 
ма", докладчик проф., д.м.н. Гуляр С.А., институт физиологии им. А. А. Бого- 
мольца НАН Украины. В докладе рассматривается система регуляции электро- 
магнитного баланса организма. Доказана рецепторная функция точек аку- 
пунктуры для оптического диапазона ЭМВ. Приводятся данные о существова- 
нии вненервных ЭМ-рецепторов. 

"Измерение малых значений СВЧ-мощности излучений биообъектов" до- 
кладчик д.т.н. Яненко О.П., НИЦ КМ "Видгук", г. Киев. Рассмотрен способ и 
устройство для измерения собственных полей и излучений биообъектов, а так- 
же возможности их использования для диагностики состояния здоровья чело- 
века. 

"Перспективы медицинских технологий с использованием электромагнит- 
ных волн КВЧ-диапазона" докладчик Яцуненко А.Г., НТЦ "Рамед", г. Днепро- 
петровск. В докладе рассматривались некоторые особенности применения Эле- 
ктромагнитных волн мм-диапазона в медицинских технологиях. 

Все доклады воспринимались аудиторией с интересом и вызвали значи- 
тельное количество вопросов и оживленные дискуссии в перерывах семинара. 
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Пленарньй доклад проф. Ситько С.П. и семинар "13-й международной 
конференции "КрыМиКо-2003". "Применение СВЧ-техники в медицине и 
экологии" предоставил возможность его участникам расширить свои знания 
как в области фундаментальных, так и в прикладных аспектах использования 
СВЧ-сигналов в медицине и биологии, в частности измерения сверхслабых 
сигналов, аппаратурного обеспечения научных исследований и технологий 
квантовой медицины. 

С материалами конференции можно ознакомиться в НИЦ квантовой ме- 
дицины "Видгук" (г. Киев, ул. Владимирская, 61-Б, тел. (044) 220-87-81) или 
на МЕВ-странице оргкомитета weber@execs.com. 

А.Ф. Яненко 


МІЖНАРОДНА КОНФЕРЕНЦІЯ З КВАНТОВОЇ МЕДИЦИНИ 
У ДОНЕЦЬКУ 


17-18 вересня 2003р. традиційно у м.Донецьку відбулась УШ Міжнародна 
конференція з квантової медицини "Діагностичні та лікувальні технології 
квантової медицини". 

В роботі конференції взяли участь вчені та спеціалісти з багатьох міст 
України та Росії (Київ, Донецьк, Харків, Москва, Таганрог, Полтава, Кривий 
Ріг, Дніпропетровськ), які представляли: Науково-дослідний центр квантової 
медицини “Відгук”, м.Київ, Українську технологічну академію, м.Київ, Доне- 
цький державний національний медичний університет ім.Горького, Госпіталь 
Сітько-МРТ ЗАТ Асоціації “Темп””, Донецький державний національний уні- 
верситет, Донецьку обласну дитячу клінічну лікарню, Донецьку обласну кліні- 
чну лікарню профзахворювань, ДОКТМО, НПО “СКАД”, м.Харків та ін. У 
роботі конференції вперше взяли участь співробітники Інституту фізіології iM 
О.О.Богомольця НАН України. 

Було заслухано 23 доповіді і повідомлення, присвячені останнім результа- 
там щодо розвитку різнобічних лікувальних та діагностичних технологій, роз- 
робки нових видів медичних приладів, у створенні яких використані досягнен- 
ня фізики живого і квантової медицини. 

Особливо слід відмітити яскраву доповідь директора НДЦ квантової меди- 
цини "Відгук" професора С.П. Сітька "Власне когерентне поле організму у 
фенотиповому прояві спадкової інформації", де ще раз було підкреслено, що 
обмеження, які існують при розгляді сучасних уявлень про механізми феноти- 
пового прояву спадковості як ланцюжків виключно біохімічних перетворень: 
реплікації ДНК, транскрипції РНК, трансляції білків - майже 98% (!) генів — 
не беруть участі у механізмах реалізації спадковості і відноситься до категорії 
так званих сміттєвих генів. У доповіді було показано, що фізика живого як но- 
вий напрям науки, що базується на досягненнях сучасного природознавства і 
яка виходить із визначення живого як четвертого рівня квантової організації 
природи (після ядерного, атомного та молекулярного - за формулюванням 
Вайскопфа), вирішує вказані труднощі на принципово новому рівні. Подаль- 
ша наука про живе, на думку автора доповіді, повинна розвиватися на засадах 
уявлень фізики живого. 
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Серед інших доповідей, які були вислухані із великим інтересом, слід від- 
мітити доповідь проф. С.О.Гуляра з співавторами (Інститут фізіології ім 
О.О. Богомольця) "Функціональна система регуляції електромагниного балан- 
су організму та її діяльності, к.м.н. Б.П.Грубника (НДЦ KM "Відгук") “Роль 
та місце мікрохвильової резонансної терапії в сучасній системі методів ліку- 
вання", А.В.Івановської (НДЦ KM "Відгук") "Динамічні властивості ліпідів в 
діагностиці атеросклерозу", К.В.Лащевої (Госпіталь “Сітько-МРТ”, ЗАТ 
“Темп”) "Застосування мікрохвильової резонансної терапії (МРТ) для лікуван- 
ня діабетичної полінейропатії", доц. А.П.Лебединського (Донецький держав- 
ний медуніверситет ім М.Горького) “Інформаційно-генетичні основи 
“епідемічного процесу" і підходи до їхньої оптимізації" та ін. 

У прийнятій резолюції учасник и конференції відмітили надзвичайну ак- 
туальність вибраного напряму робіт в галузі фізики живого та квантової меди- 
цини, підкреслювалися широкі можливості у розвитку цих напрямів для меди- 
цини третього тисячаліття. 

Наголошувалось на необхідність розвитку перспективних технологічних 
рішень, які надають можливості суміщати елементи діагностики та терапії з 
параметрами власного мікрохвильового поля організму людини, оснащення 
цієї апаратури сучасною обчислювальною технікою та програмами автоматич- 
ної обробки результатів вимірів, управління процесами лікування та діагнос- 
тики. Ще раз підкреслювалась актуальність проблеми щодо введення кваліфі- 
каційної спеціальності "лікаря квантової медицини". 

Учасники конференції визнали необхідність вдосконалення та закріплен- 
ня стандартизованої термінології у галузі квантової медицини. 

Було відмічено координуючу роль та науково-методичну допомогу медич- 
ним установам і організаціям України, яка проводиться головною організаці- 
єю Міністерства охорони здоров'я України — Науково-дослідним центром 
квантової медицини “Відгук” і його директором професором С.П.Сітьком, а 
також активну роль Донецького госпіталю Сітько- МРТ і його НДЦ квантової 
медицини ЗАТ Асоціації "Темп" на чолі з Президентом М.Т.Казаковим щодо 
впровадження нової апаратури, підготовки спеціалістів, вдосконалення і впро- 
вадження технологій квантової медицини. 


Б.Ф. Рудько 
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: В.А. Ковальова 

`Влияние однократного и курсового применения терапевтического 
‘ультразвука разных интенсивностей на развитие экспериментального 
oreka.— Н.Е. Нурищенко, С.В. Андрейченко, Н.С. Мирошниченко 
Цитобиофизический показатель активности ядер нативных клеток буккаль- 
- ного. эпителия у больных сахарным диабетом.— Д.А. Ефимов, Е.В. Бабюк 
SCIENTIFIC LIFE 

"Про розширене виїзне засідання Президії АКВ біофізичного 
товариства та Волинського відділення Українського и: 

- товариства.—. М.С. Мірошниченко е 

Тринадцатая Международная конференция "СВЧ -техника и телекоммуника- 
 ционные технологии" (Кры МиКо-2003).— А.Ф. Яненко 

Міжнародна конференція з квантової медицини у Донецьку. Б.Ф. bow 
а: Rates 


